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序論 
 視覚は物の形を見分ける能力である視力のほかに、視界を広く見る能力であ
る視野、光を感じる能力である光覚、両眼で立体的に物を見る能力である両眼視、
色を見分ける能力である色覚、遠方から近い物までを見るための調節をする能
力である調節力などを含む。中でも、私たちが社会生活を送る上で、とくに重要
な能力は、視力と視野である。目から入ってきた光は、角膜と水晶体によって屈
折し、眼球奥にある網膜の上に焦点を結ぶ。網膜は、光を電気の信号に変えて視
神経へと送り、視神経は脳の外側膝状体を介して視覚野に情報を伝達している。
また、水晶体の手前にある虹彩は伸び縮みすることによって、瞳孔の大きさを変
え、網膜上に焦点を結ぶために適切な光量を取り入れるように調節している。眼
球、視神経、脳のいずれが障害されても視覚機能は低下するが、とくに眼球の網
膜は視覚において重要な役割を果たしている。眼球はほぼ球形で、眼球壁は 3 つ
の膜から構成されている。外側から角膜、強膜からなる外膜、ブドウ膜とよばれ、
虹彩、毛様体、脈絡膜からなる中膜、網膜と呼ばれる内膜である。中でも網膜は
2 つの層から構成され、外層の色
素上皮層と内層の網膜神経部か
ら構成されており、カメラのフィ
ルムに相当する器官であり、ほぼ
透明な薄膜である (Fig. 1)。その
中には、光を受容するニューロン
である視細胞 (桿体及び錐体)、
伝達ニューロン (双極細胞及び
神経節細胞)、連合ニューロン 
(水平細胞及びアマクリン細胞)、神経膠細胞であるミュラー細胞が存在している。 
Fig. 1 Structure of retinal cell. 
http://csls-db.c.u-tokyo.ac.jp/search/detail?image_repository_id=880
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 日本における中途失明原因の順位は、1 位から順に緑内障 (21.0%)、糖尿病網
膜症 (15.6 %)、網膜色素変性 (12.0 %)、黄斑変性 (9.5 %)、脈絡網膜萎縮 (8.4 %) 
である。欧米においては、加齢黄斑変性症 (Age-related macular degeneration: 
AMD) は成人失明原因の第 1 位である (1, 2)。社会の長寿化とグローバリゼーシ
ョンにより、加齢黄斑変性症は発展途上国においても問題となってきている (2, 
3)。加齢黄斑変性症はその発症に遺伝的要因と環境的要因の両者が深く関与して
いる多因子疾患である。環境要因としては、食生活、喫煙、光暴露が挙げられる。
加齢黄斑変性症は、大きく萎縮型と滲出型に分類される。萎縮型加齢黄斑変性症 
(Non-exudative AMD) は、老化に伴い桿体及び錐体細胞からの老廃物の蓄積によ
りドルーゼンが形成され、黄色斑として現れる (Fig. 2)。これにより、炎症が網
膜色素上皮 (Retinal pigment epithelium: RPE) 細胞に起こり、網膜色素上皮細胞
と共に、その上部にある視細胞が失われることで、視力の障害が生じる疾患であ
り、進行した症例では地図状萎縮が形成される。滲出型加齢黄斑変性症 
(Exudative AMD) は、加齢に伴い黄斑部に脈絡膜血管新生  (Choroidal 
neovascularization: CNV) が生じ、網膜下出血や漿液性網膜剥離、嚢胞様黄斑浮腫
を形成する。 
Fig. 2 Fondus images of non-exudative AMD and exudative AMD. 
Exudative age related macular 
degeneration with abnormal blood 
vessels under the retina
Areas of retinal atrophy (loss of retinal tissue) 
in a patient with advanced non-exudative age-
related macular degeneration.
https://www.willseye.org/share/1/252より改変引用
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加齢黄斑変性症の発症には網膜色素上皮及びブルッフ膜の加齢性変化が関与
していると言われている (4)。加齢黄斑変性症の病態変化のうち代表的なものに
酸化ストレスや炎症による網膜色素上皮障害や視覚サイクルによるリポフスチ
ンの沈着が挙げられる (Fig. 3)。 
 
Fig. 3 Putative pathogenic mechanisms associated with non-exudative and exudative age-related 
macular degeneration.  
It has been reported that strong association between levels of ocular inflammation or systemic 
inflammatory disease and age-related macular degeneration. It has long been known that there is a 
relationship between VEGF and inflammation. 
 
網膜色素上皮は網膜血液関門の維持、イオン調節、視覚サイクルへの関与、視
細胞の外節の貪食・分解など様々な生理機能を有している (5-7)。酸化ストレス
により網膜色素上皮の機能異常が引き起こされ、結果として細胞障害をきたす。
過度の酸素消費や長期の光暴露は網膜色素上皮への酸化ストレスにつながるこ
とが知られている (6)。加齢とともにリポフスチンの蓄積、網膜色素上皮細胞の
脂質化、ブルッフ膜の肥厚が引き起こされ、視細胞-網膜色素上皮-ブルッフ膜間
の生理的環境に変化が生じる (6)。また、これらの加齢性の網膜色素上皮の変化
による貪食能及び代謝機能の低下が網膜色素上皮変性を引き起こす 1 つの原因
https://clinicalgate.com/pharmacotherapy-of-age-related-macular-degeneration-2/#bib55より改変引用
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として報告されている (5, 6)。 
脊椎動物の光受容細胞において、光照射は、11-cis-retinylidene発色団の all-trans-
レチニリデンへの異性化及び視覚オプシン受容器からの脱共役をもたらす。こ
の光異性化はオプシンの立体配置の変化を誘発し、次に光伝達と呼ばれる生化
学的連鎖応答を開始する (8, 9)。視物質の再生は、視覚サイクルと総称して呼ば
れているプロセスにおいて、発色団が 11-cis 体に変換して戻されることを必要
とする (10)。最初に、発色団がオプシンから放出され、レチノールデヒドロゲナ
ーゼ (RDH) によ
って光受容器に
おいて還元され
る (Fig. 4)。生成物
である all-trans-レ
チノールは、レチ
ノソームとして
知られている細
胞下構造において不溶性脂肪酸エステルの形態の近接する網膜色素上皮中に捕
捉されることが知られている (10)。貯蔵型 all-trans-レチニルエステル (ビタミン
A) の誘導は視覚サイクルの一つの重要なステップである。また、RPE65 は網膜
色素上皮特異的にレチニルエステルを加水分解すると同時に産物であるレチノ
ールの 11-cis-異性化も触媒する (8)。このように、網膜色素上皮においては血中
から新たに眼に提供されたレチノールと視物質によって発色団が処理されるこ
とにより生じたレチノールの両者を取り込み、レチノイドの貯蔵と発色団の再
生を行う。この過程において、A2E が産生される。A2E は、加齢とともに脳や
心臓、眼球 (とくに網膜色素上皮) など代謝の高い組織に沈着するさまざまな色
http://first.lifesciencedb.jp/archives/4205より改変引用
Fig. 4 Schematic image of retinoid cycle. 
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素の複合産物のことを指し、老化の指標とされるリポフスチンの最も主要な構
成成分である (11)。A2E は視細胞外節の分解により網膜色素上皮の貪食を受け
るが、分解されないため、加齢とともに A2E は蓄積する (12)。A2E は細胞膜に
結合すると細胞膜を障害することが知られている。また、網膜色素上皮内の A2E
が青色光に暴露されると活性酸素を発生させる (13, 14)。この活性酸素種の発生
が網膜色素上皮の機能障害を引き起こし、網膜色素上皮にアポトーシスが誘導
される (13)。 
近年、ゲノムワイド関連解析 (Genome-wide-assolciation study: GWAS) により、
CFH及びARMS2/HTRAが加齢黄斑変性症の感受性遺伝子として報告された (15-
17)。CFH は免疫制御の中心を担う因子で、補体系を調節するため、補体系を介
した加齢黄斑変性症の発症機序に関する研究が進んでいる。ARMS2 は視細胞の
細胞質に存在することが報告されている (18)。また、HTRA1 はセリンプロテア
ーゼの 1 つをコードしており、マウス網膜色素上皮に過剰発現させると脈絡膜
血管新生が誘導されたとの報告や酸化ストレスや細胞老化の誘導が起きるとの
報告がなされており、機序解明が進んでいる (19, 20)。また、近年、次世代シー
ククエンサーなどの技術革新や国際的な共同研究により、脂質代謝系の遺伝子 
(TIMP3, LIPC, CETP, ABCA1) や COL8A1 など新たな 7 遺伝子と加齢黄斑変性症
発症の関連が報告され、次々と新しい感受性遺伝子が見つかりつつある (21, 22) 
(Fig. 5)。 
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Fig. 5 Genome-wide search reveals 34 loci and genes with rare variant burden for AMD.  
日本眼科学会が作成している加齢黄斑変性の治療ガイドラインによると滲出
型加齢黄斑変性症には浮腫の形成に密接に関与している血管内皮増殖因子 
(Vascular endothelial growth factor: VEGF) のブロックを目的として抗 VEGF抗体、
新生血管の閉塞を目的として光線力学的療法 (Photo-dynamic therapy：PDT) が臨
床で用いられている (Fig. 6)。一方、萎縮型加齢黄斑変性症には、サプリメント
による予防が推奨されているが、根本的な治療法はなく、新規治療薬の開発が望
まれている。 
文献22 (Fritsche LG et ai., Nat Genet. 2016) より改変引用
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Fig. 6 Treatment guidelines for age-related macular degeneration. 
＊1：特に中心窩外 CNV のことを指す。傍中心窩 CNV に対しては、治療者自身の判断で中
心窩を含む CNV に準じて治療を適宜選択する。 
＊2：視力 0.5 以下の症例では，PDT を含む治療法(PDT 単独または PDT-抗 VEGF 薬併用療
法)が推奨される。視力 0.6 以上の症例では抗 VEGF 薬単独療法を考慮する。 
＊3：治療回数の少ない PDT-抗 VEGF 薬併用療法が主として推奨される。視力良好眼では抗
VEGF 薬単独療法も考慮してよい。 
PCV: ポリープ状脈絡膜血管症 (polypoidalchoroidalvasculopathy)。 
RAP: 網膜血管腫状増殖 (retinal angiomatous proliferation)。 
 
現在、臨床試験において、萎縮型及び滲出型加齢黄斑変性症両疾患に対する多く
の薬剤が開発されている (23)。滲出型加齢黄斑変性症に対してはVEGFやVEGF
に関連した因子を中心に薬剤開発が行われ、臨床試験が行われている (Table 1)。
一方、萎縮型加齢黄斑変性症に対しては、補体やアミロイド β などを標的とし
た薬剤の開発が進んでいる (Table 2)。 
 
 
日本眼科学会加齢黄斑変性症ガイドラインより改変引用
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Table 1 Listing of the drug in over phase 2 for exudative AMD. 
 
 
Table 2 Listing of the drug in over phase 2 for non-exudative AMD. 
 
 
現在開発されている次世代型の抗 VEGF 抗体は、投与の間隔が従来に比べて
長くなり、注射の負担が減ると期待されている。しかしながら、加齢黄斑変性症
に対して視覚サイクルを標的とした emixustat の開発、補体経路を標的とした
lampalizumab の開発、血管新生に着目した血小板由来増殖因子 (Platelet-derived 
growth factor: PDGF) アプタマーである pegpleranib の開発がそれぞれ行われたが、
いずれも開発失敗に終わっており、加齢黄斑変性症病態発症機序の更なる研究
が望まれている。 
 そこで、本研究では、加齢黄斑変性症の病態解明と新規治療戦略の開発を目的
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として、第 1 章では、萎縮型加齢黄斑変性症と同様に酸化ストレスの関与が示
唆されている光誘発網膜障害モデルにおいて、新規 Nuclear factor-erythroid 2-
related factor 2 (Nrf2) 活性化薬である RS9 の in vivo 及び in vitro 光誘発視細胞障
害に対する保護作用について検討した。さらに、Nrf2 及び Nrf2 関連因子である
ヘムオキシゲナーゼ 1 (Heme oxygenase-1: HO-1) のマウス網膜における局在の検
討を行った。第 2 章では、コンディショナルヘパリン結合性上皮成長因子様成
長因子 (Heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor: HB-EGF) 欠損
マウスを用いて、光誘発視細胞障害における関与並びに HB-EGF の保護作用に
ついて検討した。第 3 章では、レーザー誘発脈絡膜血管新生モデル及び酸素誘
発網膜症 (Oxygen-induced retinopathy: OIR) モデル用いて、HB-EGF の眼内血管
新生病態に対する役割の検討を行った。また、in vitro ヒト網膜毛細血管内皮細
胞 (Human retinal microvascular endothelial cell: HRMEC) を用いて、作用機序の更
なる検討を行った。 
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第 1 章 光誘発網膜障害における Nrf2 活性化による保護作用 
第 1 節 緒言 
 癌をはじめとする様々な病態の発症や増悪に対して酸化ストレスの関与が示
唆されている (24)。とくに脳、脊髄、網膜を含む中枢神経系 (Central nervous 
system: CNS) は酸素に対して感受性が高く(25, 26)、抗酸化ホメオスタシスが崩
壊すると酸化ストレスが惹起される。この現象は、網膜においては、とくに顕著
であり、光伝達プロセスにおいては酸素消費量が高いため、酸化ストレスは内在
性に正常状態でも引き起こされる。(25-27)。近年、酸化ストレスはパーキンソン
病やアルツハイマー型認知症、筋萎縮性側索硬化症 (Amyotrophic lateral sclerosis: 
ALS) や加齢黄斑変性症など神経変性疾患の病態に関与していることが報告さ
れている (28-31)。 
序論でも述べたように、加齢黄斑変性症は網膜中心窩を含む黄斑部が進行的
に変性し、両側性に引き起こされ、視力低下や失明に至る疾患である。加齢黄斑
変性症は2種類に分類され、なかでも萎縮型加齢黄斑変性症は黄斑における視細
胞の進行的な変性により、黄斑下の組織が障害される。この変化は地図状萎縮と
呼ばれ、重篤な視力低下につながる。萎縮型加齢黄斑変性症には、有効な治療法
が存在せず (1, 32, 33)、更なる病態解明が求められている。よく知られている萎
縮型加齢黄斑変性症の環境因子として、過度な光暴露、高脂肪食、喫煙、酸化ス
トレスがある (34)。なかでも過度で連続的な光の暴露は視細胞に障害を与え 
(35, 36)、光暴露は萎縮型加齢黄斑変性症の病態を悪化させることが知られてい
る (37)。しかしながら、光暴露後の視細胞障害機構については完全には解明さ
れていない。 
Nrf2は、塩基性領域/ロイシンジッパー構造 (b-Zip構造) を持つ転写因子であ
り、Cap’n’collar (CNC) 転写因子群に属する。この転写因子群は、ヒトではp45 
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NF-E2、Nrf1、Nrf2、Nrf3、Bach1、Bach2の6遺伝子が報告されている (38)。Nrf2
は、抗酸化反応やヘムオキシゲナーゼ1 (Heme oxygenase-1: HO-1)、nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate (NADPH):quinone oxidoreductase-1 (NQO-1) 、
glutamate-cysteine ligase modifier subunit (GCLM) などの第2相酵素を制御してい
る (39, 40)。さらに、Nrf2は抗酸化剤応答配列 (Antioxidant response element: ARE) 
に結合し、解毒性、細胞保護、抗炎症遺伝子、ユビキチンプロテアソーム系に関
与する遺伝子群を誘導する (41)。Nrf2の活性化はKelch-like ECH-associated protein 
1 (Keap1) により制御されている。正常状態では、Nrf2はKeap1により細胞質に留
められ、核移行が阻害されることで，遺伝子発現が抑制されている。しかしなが
ら、酸化ストレスを含むストレス状態に陥ると、Keap1タンパク質に存在するシ
ステイン残基 (Cys) が親電子性物質により酸化的修飾を受けることにより、
Nrf2のユビキチン化・分解が減弱し、分解を逃れたNrf2が核内に移行・蓄積して
ARE領域に結合する。これにより、Nrf2は抗酸化遺伝子の転写を制御している 
(42, 43)。Nrf2活性化薬として知られているbardoxolone methyl (BARD) はトリテ
ルペノイドであり、Keap1の151番目のCysと相互作用し、Keap1のコンフォメー
ション変化によりNrf2を安定化し、核内移行を促進することが知られている 
(44)。BARDはそのNrf2活性化作用を介して、抗炎症作用を発現することが報告
されており (45)、急性前骨髄球性白血病で分化誘導に関与する (46)。さらに、
in vitroの癌細胞において増殖抑制やアポトーシス促進的に働き (47)、肺疾患や
腎毒性に対して保護効果を示すことが報告されている (45)。 
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Methyl (1α,2α,21β)-2-cyano-21-hydroxy-3,12-dioxo-1,2-epoxyolean-9(11)-en-28-
oate (RS9) は、第一三共株式会社によりBARDをリード化合物として微生物形質
転換技術を用いて創成されたNrf2
活性化薬である (Fig. 7)。RS9は網
膜血液関門の透過性亢進を抑制
し、マウス及びウサギ網膜で細胞
保護的に働くことが報告されてい
る (48, 49)。しかしながら、RS9の
網膜細胞保護機構については十分
に明らかにされていない。  
そこで、本章ではin vivo及びin vitro光誘発視細胞障害モデルを用いて、RS9が
視細胞障害を抑制するか否か並びにその作用機序の解明について検討を行った。 
 
第 2 節 実験材料及び方法 
2-1  実験材料 
 本実験に用いた薬物及び試薬は以下の通りである。 
Protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail 2、phosphatase inhibitor 
cocktail 3、mouse monoclonal anti-β-actin antibody、ヘマトキシリン液、エオジン液
は Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)、rabbit monoclonal anti-GAPDH antibody、
rabbit monoclonal anti-c-JUN antibody は Cell Signaling Technology (Beverly, MA, 
USA)、rabbit polyclonal anti-HO-1 antibody は Merck Millipore (Darmstadt, Germany)、 
anti-Nrf2 rabbit polyclonal antibody は Santa Cruz (Dallas, Texas, USA)、Alexa Fluor® 
488 goat anti-rabbit antibody、BCA protein assay kit、Horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated goat anti-rabbit antibody、HRP-conjugated goat anti-mouse antibody は
Fig. 7 Chemical structure of RS9. 
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Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)、Sample Buffer Solution (2ME+) (×4)、2-メ
ルカプトエタノール、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル (sodium 
dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel、ドデシル硫酸ナトリウム (sodium dodecyl 
sulfate: SDS)、イムノスター®LD、パラホルムアルデヒド (paraformaldehyde: PFA)、
エタノール、メタノール、塩化カリウムは Wako (Osaka, Japan)、Normal Goat Serum
は Vector Labs (Burlingame, CA, USA)、リン酸二水素カリウム  (sodium 
dihydrogenphosphate: KH2PO4)、リン酸水素二ナトリウム十二水和物  (sodium 
hydrogenphosphate 12-water: Na2HPO3･12H2O)、リン酸二水素ナトリウム二水和物 
(sodium dihydrogenphosphate dehydrate: NaH2PO4･2H2O)、グリシン、Blocking One-
P は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)、キシレン、塩化ナトリウムは Kishida Chemical 
(Osaka, Japan)、ケタミン (ketamine) は Daiichi Sankyo Propharma (Tokyo, Japan)、
キシラジン (xylazine) は Bayer Healthcare (Tokyo, Japan)、パラフィン(paraffin) は
Sakura Finetechnical (Tokyo, Japan)、オイキット (EUKITT) は O.Kindler (Freiburg, 
Germany)、フルオロマウント (Fluoromount) は Diagnostic Bio Systems (Pleasanton, 
CA, USA)、ミドリン®P 点眼液 (0.5%トロピカミド及び 0.5%フェニレフリン塩酸
塩: tropicamide･phenylephrine hydrochloride)、サイプレジン®1%点眼液 (シクロペ
ントラート塩酸塩: cyclopentolate hydrochloride) 、クラビット®点眼液 0.5% (レボ
フロキサシン水和物: levofloxacin hydrate) は Santen Pharmaceutical (Osaka, Japan)、
イソフルラン (isoflurane) は Mylan (Tokyo, Japan)、笑気ガス (N2O) は Showa 
Denko (Tokyo, Japan)、 酸素ガス (O2) は Taiyo nissan (Tokyo, Japan)、Can Get Signal 
Solution 1、Can Get Signal Solution 2 は Toyobo (Osaka, Japan)、Triton X-100、Tween 
20 Solution (Tween)、トリス (tris) は Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)、
トリス緩衝塩液 (tris-buffered saline: TBS) は Takara Bio (Shiga, Japan)よりそれぞ
れ購入した。マウス由来錐体視細胞株 (661W) は Dr. Muayyad R. Al-Ubaidai 
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(University of Oklahoma Health Sciences Center, Oklahoma City, OK, USA) より恵与
されたものを使用した。 
Phosphate buffered saline (PBS) は、KCl、KH2PO4、NaCl、Na2HPO4・12H2O を
超純水 (MiliQ) に溶解し、調製した。Phosphate buffer (PB) は、NaH2PO4・2H2O、 
Na2HPO4・12H2O を MiliQ に溶解し、調製した。 
 
2-2 実験方法 
2-2-1 実験動物 
8週齢雄性非近交系 ddYマウスは日本エスエルシ－株式会社 (Shizuoka, Japan)
より購入した。全てのマウスは設定温度: 24°C (許容範囲: 22 ~ 26°C)、設定湿度: 
55% (許容範囲: 40 ~ 70%)、明暗各 12 時間 (照明: 午前 8:00 ~ 午後 8:00) に維持
された本学 6 階動物飼育室で飼育した。マウスはプラスチック製ケージ (縦 24.5 
× 横 17.5 × 高さ 12.5 cm) を用い、自由給水下で固形飼料 (CE-2) にて飼育した。
実験を行うにあたっては、岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会に動物実験承
認申請を行い、許可を得た上で実施した。 
 
2-2-2 661W 細胞の培養 
661W 細胞は、10% fetal bovine serum (FBS)、100 U/mL ペニシリン及び 100 
µg/mLストレプトマイシンを添加したDulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
を用いて、37ºC、5% CO2中にて培養した。また 2 日ごとにトリプシン処理によ
り継代を行った。 
 
2-2-3 661W 細胞を用いた real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) 法による解
析 
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2-2-3-1 RNA 抽出 
 RS9 による Nrf2 関連因子の誘導を検討するため、Ho-1、Gclm 及び Nqo-1 の
mRNA 発現量を検討した。 
661W 細胞を 15,000 cells/well の密度で 24 well plate に播種し、10% FBS 含有 
DMEM で 24 時間培養を行った。その後、1% FBS 含有 DMEM に培地交換し、
その 1 時間後に RS9 を添加した。6 時間のインキュベート後、PBS で 2 回洗浄
し、サンプリングを行った。RNA の抽出は NucleoSpin® RNA (Takara Bio) を用
い、製品のプロトコールに従って行った。 
 
2-2-3-2 RNA 逆転写 
抽出した RNA の濃度は NanoVue Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, 
Sweden) で 260 nm の波長の分光測定により求め、RNase-free H2O を用いて各サ
ンプルの RNA 濃度が等しくなるよう調整した。第一鎖 cDNA は PrimeScript® RT 
reagent Kit (Perfect Real Time) (Takara Bio) を用い、製品プロトコールに従って行
った。5 × PrimeScript Buffer (for Real Time) 2 µL、PrimeScript RT Enzyme Mix I 0.5 
µL、Oligo dT Primer (50 μM) 0.5 µL、Random 6 mers (100 μM) 0.5 µL、各 RNA サ
ンプル 6.5 µL の全量 10 µL として、混合した。その後、PCR Thermal Cycler Dice 
(Takara Bio) を用いて 37°C で 15 分間逆転写反応を行い、85°C で 5 秒間置き、
逆転写酵素を失活させた。 
 
2-2-3-3 リアルタイム RT-PCR 
リアルタイム RT-PCR には、SYBR Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (Takara 
Bio) を用いた。SYBR® Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) 10 μL に各 primer 及び
滅菌水、cDNA 1μL を加え、全量を 20 μL とし、primer 濃度が 0.2 μM となるよう
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に調整した。その後、Thermal Cycler Dice Real Time System (Takara Bio) を用い
て、95°C、30 秒を 1 サイクル、95°C で 5 秒間、60°C で 30 秒間を 40 サイクル行
い、PCR 反応を行った。 
用いた primer は 
Ho-1: 5′-CAAGCCGAGAATGCTGAGTTCATG-3′ (センス鎖) 及び 
5′-GCAAGGGATGATTTCCTGCCAG-3′ (アンチセンス鎖) 
Nqo1: 5′-GCGAGAAGAGCCCTGATTGTACTG-3′ (センス鎖) 及び 
5′-TCTCAAACCAGCCTTTCAGAATGG-3′ (アンチセンス鎖) 
Gclm: 5′-GCCACCAGATTTGACTGCCTTTG-3′ (センス鎖) 及び 
5′-TGCTCTTCACGATGACCGAGTACC-3′ (アンチセンス鎖)  
Gapdh: 5′-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3′ (センス鎖) 及び 
5′-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3′ (アンチセンス鎖) 
である。各 PCR において、勾配係数、R2 係数、段階希釈したスタンダードカー
ブの直線範囲を算出した。すべての反応は Gapdh による内部補正を行った後、
その平均値を用いた。 
 
2-2-4 In vitro 光誘発視細胞障害 
661W 細胞を 96 well plate 中では 3,000 cells/well、24 well plate 中では 15,000 
cells/well、6 well plate中では 60,000 cells/wellになるように低密度で播種し、37ºC、
5% CO2の条件下で一晩培養した。1% FBS を含む DMEM により 2 回細胞を洗
浄し、この培地に置換した。置換 1 時間後に白色蛍光灯 (Nikon, Tokyo, Japan) に
よる 2,500 lux の光を照射することにより光誘発細胞障害を惹起した。 
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2-2-5 細胞免疫染色による評価 
 661W 細胞はスライドチャンバー (Thermo Scientific) に 15,000 cells/well の細
胞密度で播種し、37°C、5% CO2 の条件下で 24 時間培養した。光照射 6 時間前
に RS9 または溶媒を添加した。6 時間白色蛍光灯による 2,500 lux の光を照射後
に、4% PFA による固定を 15 分間行い、免疫染色を開始した。前処理として、
0.2% triton X-100 含有 PBS を加え室温で 10 分間、50 mM glycine 含有 PBS を加
え室温で 15 分間静置した。その後、3% normal goat serum 含有 PBST (0.5% Tween
含有) で 30 分間ブロッキングした。ブロッキング後、一次抗体を用いて 4°C で
一晩反応させた。その後、二次抗体を 1 時間反応させ、Hoechst33342 で 5 分間
反応させた。最後に PBS で洗浄後、chamber を取り除き、スライドガラスを
Fluoromount (水溶性封入基材) を用いてカバーグラスで封入した。 
 用いた一次抗体は、anti-Nrf2 rabbit polyclonal antibody (1:50; Santa Cruz)、二次
抗体は、Alexa Fluor®488 goat anti-rabbit antibody (1:1,000; Thermo Fisher Scientific) 
とした。 
 
2-2-6 細胞分画 
 661W 細胞の分画は、ProteoExtract® Subcellular Proteome kit (Merck Millipore) 
を用い、製品プロトコールに従って行った。細胞をトリプシンではがし、DMEM
を加えた。その後、100 × g、4ºC で 10 分間遠心した。Wash buffer を加え、細胞
を懸濁させ、4ºC、5 分間穏やかに撹拌した。その後、100 × g、4ºC で 10 分間遠
心し、アスピレーターで上清を除去した。Extraction buffer 1 と Protease inhibitor 
cocktail を 1 mL : 5 µL の割合で混合し、細胞沈渣に 1 サンプルあたり 200 µL 加
え、4ºC で 1 時間インキュベートした。その後、1,000 × g、4ºC で 10 分間遠心
し、不溶性の沈渣を得た。上清 (Fraction 1) を回収し、Extraction buffer 2と Protease 
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inhibitor cocktail を 1 mL : 5 µL の割合で混合し、細胞沈渣に 1 サンプルあたり
100 µL 加え、4ºC、30 分間インキュベートした。その後、6,000 × g、4ºC、10 分
間遠心し、不溶性の沈渣を得た。上清 (Fraction 2) を回収し、Extraction buffer 3、
Protease inhibitor cocktail 及び Benzonase nuclease をそれぞれ 500 µL : 5 µL : 1.5µL
の割合で混合し、細胞沈渣に 1 サンプルあたり 50 µL 加え、4ºC、10 分間インキ
ュベートした。その後、6,500 × g、4ºC で 10 分間遠心し、不溶性の沈渣を得た。
上清 (Fraction 3) を回収し、Extraction buffer 4、Protease inhibitor cocktail を 500 
µL : 5 µL の割合で混合した (Fraction 4)。Fraction1 から 4 はそれぞれ細胞質タン
パク質、膜及び膜オルガネラタンパク質、核タンパク質、細胞骨格タンパク質を
含む分画として扱った。 
 
2-2-7  ウエスタンブロット解析 
2-2-7-1 タンパク質抽出 
2-2-2 に記載した手順で 24 well plate に播種した 661W 細胞を PBS で 1 回洗浄
した。Protease inhibiter cocktail、phosphatase inhibiter cocktail 2 及び 3 を含む RIPA 
buffer [50 mM Tris HCl (pH 8.0)、150 mM NaCl、0.5% デオキシコール酸ナトリウ
ム、0.1% SDS、1% Igepal CA-630] の混合液を各 well に 50 μL 添加し、細胞をピ
ペットの先端でかきとって 1.5 mL チューブに入れ、細胞の採取を行った。 
In vivo マウス網膜においては、マウス眼球を摘出し、網膜を単離した。単離し
た組織はマイクロチューブの中に入れ、液体窒素で急速凍結した。サンプルはタ
ンパク質抽出の操作まで-80ºC に保存した。タンパク質抽出は、protease inhibiter 
cocktail、phosphatase inhibiter cocktail 2 及び 3 を含む RIPA buffer を用いた。上記
試薬 100 µL を網膜または網膜色素上皮-脈絡膜複合体が入ったマイクロチュー
ブ内に添加し、ホモジナイザー (Psycotron, Microtec Co., Chiba, Japan) を用いて
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ホモジネート処理した。その後、20 分間氷中に静置させ、12,000 × g、4ºC で 20
分間遠心した。上清を回収し、タンパク質抽出液とした。 
 
2-2-7-2 タンパク質定量 
 タンパク質定量は BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて行
った。標準曲線作製のためのサンプルとして、0、25、125、250、500、750、1000、
1500及び 2000 μg/mLの濃度に調製した牛血清アルブミン (bovine serum albumin: 
BSA) を用いた。それぞれのタンパク質抽出液は RIPA buffer で 5 倍希釈して、
96 well plate に 10 μL ずつ入れた。Thermo Pierce BCA protein Assay Reagent A 液
と B 液を 50:1 で混合して作製した Working reagent を各ウェルに 200 μL ずつ添
加し、37 ºC に暖めたアルミニウムブロックバス (Scinics Co. Ltd., Tokyo, Japan) 
上で 30 分間反応させた。その後、マルチスペクトロマイクロプレートリーダー 
(Varioskan Flash; Thermo Fisher Scientific) を用いて測定波長 570 nm (参照波長 
660 nm) の吸光度を測定した。タンパク質溶液は protease inhibiter cocktail、
phosphatase inhibiter cocktail 2 及び 3 を含む RIPA buffer 及び 20% 2-メルカプトエ
タノール含有 4×sample buffer solution を用いて、2 μg/10 μL (in vitro)、5 μg/10 μL 
(in vitro 核抽出) または 10 μg/10 μL (in vivo 網膜) とした。100 ºC の熱湯で 5 分間
煮沸し、調整後のサンプルは電気泳動まで-80 ºC に保存した。 
 
2-2-7-3 電気泳動及び転写 
サンプルを-80 ºC から取り出し室温に戻した。SDS ポリアクリルアミドゲル 
(Super Sep 5-20%) を泳動装置にセットし、容器に泳動用緩衝液 (25 mM Tris、192 
mM Glycine、3.5 mM SDS) を入れ、ゲルを取り付けた泳動装置に浸した。泳動
装置の中にも泳動用緩衝液を入れた。1 well 当りの添加量は分子量マーカーを 5 
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μL、各サンプルを 10 μL (in vitro 核抽出) または 5 μL (in vivo 網膜) を添加した。
サンプルを添加後、ゲル 1 枚当たり 20 mA で泳動した。泳動後、ゲルを cathode 
buffer (25 mM Tris、40 mM 6-aminohexanoic acid、20% methanol) に 15 分間浸し
た。転写膜は、メタノールに 15 秒間浸し、超純水に 15 分間浸した。その後、
anode buffer 2 (25 mM トリス、20%メタノール) に 20 分間浸した。陽極側から、
anode buffer 1 (0.3 M トリス、20%メタノール) に浸したろ紙、anode buffer 2 に浸
したろ紙、転写膜、ゲル、cathode buffer に浸したろ紙の順に組み、膜 1 枚当たり
100 mA で 45 分間転写した。 
 
2-2-7-4 タンパク質の発現解析 
転写後、0.05% Tween20 含有 50 mM TBS (Tris buffered saline) (T-TBS; 10 mM 
Tris, 40 mM tris -HCl, 15 mM NaCl) で洗浄し、転写膜を Blocking One-P に浸し、
30 分間ブロッキングした。その後、T-TBS で洗浄後、Can Get Signal Solution 1 で
一次抗体を希釈し、4ºC で一晩反応させた。T-TBS で洗浄後、Can Get Signal 
Solution 2 で二次抗体を希釈して室温で 1 時間反応させた。0.05% Tween TBS で
洗浄した後、イムノスター®LD に 5 分間浸した。その後、Luminescent image 
analyzer LAS-4000 UV mini (Fujifilm, Tokyo, Japan) を用いて検出した。 
一次抗体には、rabbit polyclonal anti-Nrf2 antibody (1:200)、rabbit polyclonal anti-
HO-1 antibody (1:1000)、rabbit monoclonal anti-GAPDH antibody (1:1000)、rabbit 
monoclonal anti-c-JUN antibody (1:1000) 及び mouse monoclonal anti-β-actin antibody 
(1:20,000) を用いた。二次抗体には、HRP-conjugated goat anti-rabbit antibody 
(1:2,000)、HRP-conjugated goat anti-mouse antibody (1:2,000) を用いた。 
タンパク質の発現強度は、Multi Gauge Ver 3.0 (Fujifilm, Tokyo, Japan) を用いて
解析した。バンドの強度を数値化し、β-actin に対する比として個々の値を算出し
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た。各郡で平均値を算出し、対照群の発現強度を 1 として発現量を比較した。 
 
2-2-8 電気泳動移動度シフト解析 (Electrophoretic Mobility Shift Assay: EMSA)  
 EMSA は EMSA “Gel Shift Kit” (Pcnomics, Fremont, CA, USA) を用い、製品プ
ロトコールに従って行った。ビオチン標識された Nrf2 オリゴヌクレオチドプロ
ーブを用いた。661W 細胞から 6 µg の核抽出液を binding buffer と 5 分間室温で
インキュベートした。6 %非変性ポリアクリルアミドゲルで電気泳動した。泳動
後、ゲルを Biodyne® B Nylon Membrane (Pall Corporation, Port Washington, NY, 
USA) に転写し、ドライオーブンで 80°C、1 時間静置し固定した。その後、転写
膜を 15 分ブロッキング液でブロッキングし、5 分間 ditection buffer に浸した。そ
の後、5 分間 working solution に浸し、その後、LAS-4000 UV mini (Fujifilm, Tokyo, 
Japan) を用いて検出した。 
用いた一本鎖 DNA Nrf2 プローブは以下の通りである。 
Nrf2: 5ʹ-GCT CTT CCG GTG CTC TTC CGG T-3ʹ 
 
2-2-9 死細胞率の測定と評価 
2-2-2 に記載した手順で 96 well plate に播種した 661W 細胞に対し、Hoechst 
33342 (終濃度 8 µM) 及び PI (終濃度 1.5 µM) を添加することで細胞の核染色を
行い、蛍光顕微鏡 (Olympus, Tokyo, Japan) を用いて観察した。添加 15 分後に核
染色の写真は IX70 蛍光顕微鏡 (Olympus)、高感度冷却 charge coupled device 
(CCD) カメラ (DP30BW; Olympus) を用いて撮影した。死細胞率は、撮影した
写真より、Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) を用いて PI
陽性細胞数 (死細胞) 及び Hoechst 33342 陽性細胞数 (生細胞+死細胞) を計測
し、Hoechst 33342 陽性細胞に対する PI陽性細胞の比として値を算出した。平均
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値を各群で求め、それぞれの死細胞率を比較した。 
 
2-2-10 In vivo 光誘発網膜障害モデル 
マウスを 24 時間完全な暗闇条件下で飼育し暗順応させた。光照射 30 分前に
サイプレジン®1%点眼液 (シクロペントレート塩酸塩) により散瞳させた後、鏡
張りの光障害モデル作製装置の中で午前 9 時より白色蛍光灯 (Toshiba, Tokyo, 
Japan) を用いて、8,000 lux の光環境下で 3 時間マウスを飼育し網膜障害を惹起
した。光照射の際には 25 ± 1.5°C の気温になるようにした。その後、再び 24 時
間の暗順応を行い通常飼育下で 3 日間飼育した。 
 
2-2-11 RS9 の投与 
RS9 は光照射 6 時間前に角膜輪部より 33G のナノパスニードル (TERUMO, 
Tokyo, Japan) で硝子体内に 2 µL 投与した (終濃度 0.6 mM/eye)。その際、小動物
用麻酔器 (SANKO Seisakusho, Saitama, Japan) を用いて N2O 70%、O2 30%中のイ
ソフルランによって麻酔をかけた。麻酔導入は 3%イソフルランで行い、1.5%イ
ソフルランで維持をした。投与後に、炎症予防としてクラビット®点眼液 0.5% 
(レボフロキサシン水和物) を 5 µL 点眼した。溶媒投与群には、同様の方法で
0.01 M phosphate buffered saline (PBS) を硝子体内に投与した。 
 
2-2-12 網膜電図 (Electroretinogram: ERG) 
網膜電図は光照射 5 日後に測定を行った。測定 24 時間前からマウスを完全な
暗室で暗順応させた。その後、ケタミン 120 mg/kg 及びキシラジン 6 mg/kg の混
合麻酔液を腹腔内投与した。同時にミドリン®P 点眼液 (0.5%トロピカミド及び
0.5%フェニレフリン塩酸塩) を 5 µL 点眼し散瞳させた。マウスの体温を 37°C に
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保ちながら、不関電極 (Nihon Kohden, Tokyo, Japan) を口腔に、接地電極 (Nihon 
Kohden) を臀部に設置し、角膜に関電極として白色 LED 電極 (Mayo, Aichi, 
Japan) を接触させてフラッシュ ERGを測定した。測定は 5種類の条件で行った。
最初は-2.91 log cd･s/m2 の刺激光で測定し、30 秒間の暗順応の後に-1.92 log cd･
s/m2 で測定、1 分間の暗順応の後に-1.02 log cd･s/m2 で測定、1 分間の暗順応の
後に-0.02 log cd･s/m2 で測定、最後に 2 分間の暗順応の後に 0.98 log cd･s/m2 で
測定を行った。得られた ERG 波形から a 波及び b 波の振幅測定を行った。振幅
はそれぞれ、a 波では基線から a 波の頂点までを、b 波では a 波の頂点から b 波
の頂点までを測定した。 
 
2-2-13 組織学的検討 
2-2-13-1 組織障害評価用組織切片作製 
 光照射 5 日後にマウスを頸椎脱臼にて安楽死させた後、眼球を摘出し、4% PFA
含有 0.1 M phosphate buffer (PB) (pH 7.4) を 2 µL 硝子体内投与し、同液にて 24 時
間、4°C で固定した。ついで 70%エタノール 2 時間、90%エタノール 1 時間、
無水エタノール 1 時間 × 5 回、キシレン 1 時間 × 3 回、融解パラフィン 4.5 時
間の順に浸透させた。その後、パラフィンにて眼球を包埋し、ミクロトーム 
(Leica, Tokyo, Japan) を用いて、厚さ 5 µm の切片を作製し、カバーグラス 
(Matsunami, Osaka, Japan) にのせ 37°C にて一日乾燥し、室温にて保存した。 
 
2-2-13-2 ヘマトキシリン・エオジン染色 
パラフィン切片は、キシレンに浸してパラフィンを洗浄した。続いて段階的に
アルコール濃度を下げた溶液に浸し、蒸留水に浸透した後、ヘマトキシリン液、
エオジン液に浸して、段階的にアルコールで脱水し、キシレンで透徹しオイキッ
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トを用いて封入した。切片は、HS オールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-710: Keyence, 
Osaka, Japan) を使用して撮影した。 
 
2-2-13-3 組織評価 
網膜組織の評価はヘマトキシリン・エオジン染色した網膜標本を用いた。各サ
ンプルにつき 3 切片を任意に抽出し、網膜外顆粒層 (outer nuclear layer: ONL) の
厚さを、視神経乳頭中心から 240 µm 間隔で Image J を使用して測定した。 
 
2-2-13-4 免疫染色用組織切片作製 
光障害 5 日後にマウス眼球を摘出し、4% PFA 含有 0.1 M PB (pH 7.4) にて一
晩放置した。ついで、25%スクロース含有 0.1 M PB (pH7.4) 液に 48 時間放置し
た。その後、液体窒素を用いて O.C.T. compound により凍結し、薄切するまで 
-80°C にて保存した。O.C.T. compound によって凍結した眼球を包埋し、クリオ
スタット (Leica,Wetzlar, Hesse, Germany) を用いて、-20°C で厚さ 10 µm の切片
を作製し、MAS コーティングされたカバーグラス (Matsunami, Osaka, Japan) に
載せ、-80°C で保存した。 
 
2-2-13-5 免疫染色 
凍結切片は染色時、-80°C より取り出し、-20°C で 1 時間放置した後、4°C で 1
時間放置し、さらに室温で 2 時間乾燥させた。その後、Super PAP pen (Thermo 
Fisher Scieitific) にて反応液の流出を防ぐために切片の周囲を囲んだ。その後、
マウス由来の抗体を用いる際には、M.O.M Blocking Reagent により 1 時間ブロッ
キングした。それ以外の場合は、10% goat serum により 1 時間ブロッキングを行
った。ブロッキング後、一次抗体 (溶媒：ブロッキング液または M.O.M protein 
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concentrate を PBS で希釈) を用いて 4°C で一晩反応させた。その後、二次抗体 
(溶媒: ブロッキング液またはM.O.M protein concentrateを PBSで希釈) によって
1 時間反応させた。続いて、Hoechst 33342 により核染色を行った。その後、
TrurBlackTMで 30 秒間反応させ、Fluoromount (水溶性封入基材) で封入した。 
一次抗体には、anti-Nrf2 rabbit polyclonal antibody (1:50; Santa Cruz), rhodopsin 
mouse monoclonal antibody (1:1000; Merck Millipore)、glutamine synthase (GS) mouse 
monoclonal antibody (1:1000; Merck Millipore) 及び anti-HO-1 rabbit polyclonal 
antibody (1:100; Merck Millipore) を用いた。二次抗体にはそれぞれ Alexa 
Fluor®546 rabbit anti-mouse antibody、Alexa Fluor®488 goat anti-rabbit antibody を用
いた。また、ネガティブコントロールとして、一次抗体を除いたコントロールを
用意した。 
染色した切片は共焦点レーザー走査型顕微鏡 (FLUOVIEW FV10i; Olympus) 
を用いて撮影した。 
 
2-2-14 RNA 干渉 
 661W 細胞は抗生物質不含培地を用いて 96 well プレートに 1,000cells/well で
24 well プレートに 5,000cells/well で播種し、37ºC、5% CO2の条件下で一晩培養
した。LipofectamineTM RNAiMAX Reagent (Thermo scientific) 及び 50 pg siRNA の
混合溶液を作製した後、661W 細胞への siRNA 導入を行った。 
使用した Ho-1 siRNA は以下の通りである。 
#1, 5′-CAG CUC UAU CGU GCU CGA AUG AAC A-3′ (センス鎖)  
5′-UGU UCA UUC GAG CAC GAU AGA GCU G-3′ (アンチセンス鎖);  
#2, 5′-GCU UUA AGC UGG UGA UGG CUU CCU U-3′ (センス鎖)  
5′-AAG GAA GCC AUC ACC AGC UUA AAG C-3′  (アンチセンス鎖) 
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#3, 5′-GGC AGU GGG AAU UUA UGC CAU GUA A-3′ (センス鎖)  
5′-UUA CAU GGC AUA AAU UCC CAC UGC C-3′  (アンチセンス鎖) 
及び陰性対照 siRNA (negative control small interfering RNAs) (Thermo scientific)。 
遺伝子導入 24 時間後に抗生物質含有培地に交換し、その 1 時間後に白色蛍光灯 
(Nikon, Tokyo, Japan) による 2,500 lux の光を照射することにより光誘発細胞障
害を惹起し、ウエスタンブロット解析もしくは細胞死評価を行った。 
 
2-2-14 統計学的解析 
実験成績は平均値±標準誤差 (SEMs) で示した。統計学的解析は Statistical 
Package for the Social Sciences 15.0J for Windows software (SPSS Japan Inc., Tokyo, 
Japan) 統計学的解析は Student’s t-test、Dunnett’s test または Tukey’s test により行
った。危険率が 5 %未満を有意差有りとした。 
 
第 3 節 実験成績 
3-1 RS9 の Nrf2 活性化作用  
 RS9 の Nrf2 活性化作用を検討するために、マウス由来錐体視細胞株 (661W) 
を用いて Nrf2 関連遺伝子である Ho-1、Gclm 及び Nqo-1 mRNA の発現量をリア
ルタイムRT-PCR法を用いて定量した。RS9の処置により、Ho-1及びNqo-1 mRNA
の濃度依存的な発現増加が認められ、Gclm mRNA は RS9 0.1 nM 以上で有意に
発現増加した (Fig. 8)。 
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Fig. 8 RS9 induction of Nrf2-related genes.   
The expression of Nrf2-related genes in 661W cells, a photoreceptor cell line, after they are exposed 
to RS9 for 6 h. The expression of Ho-1 (A), Glcm (B), and Nqo1 (C) are up-regulated by prior exposure 
to RS9 in a dose dependent manner. Data are the means ±SEMs (n = 4). *: P <0.05, **: P <0.01 vs. 
control group (Dunnett’s test).  
 
3-2 光照射及び RS9 処置による Nrf2 の局在 
つづいて、661W 細胞に対する光誘発視細胞障害並びに RS9 処置による Nrf2
の核内移行に対する作用を確認するため、免疫染色法並びに核抽出法を用いて
検討を行った。無処置の 661W 細胞において、Nrf2 は細胞質での局在が認めら
れたが、RS9 処置または光暴露により Nrf2 の核内周辺での局在が認められた 
(Fig. 9A)。さらに、ウエスタンブロット解析により、RS9 処置により Nrf2 の核
への移行が認められた (Fig. 9B)。また、EMSA により、RS9 処置により Nrf2 の
標的 DNA プローブへの結合の増加が認められた (Fig. 9C)。 
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Fig. 9 Activation of Nrf2 in 661W cells after 6 h of light exposure.    
Representative images of non-light exposed 661W cells, 661W cells exposed to RS9 for 6 h before 
light irradiation, and 661W cells exposed to RS9 and light exposure. Nrf2 was translocated into the 
nucleus after prior exposure to RS9 by light exposure, and light exposure with RS9 treatment. Scale 
bars, 50 µm. (B) Western blot analysis of nuclear extracts with anti-Nrf2, anti-GAPDH, and anti-c-
Jun adtibodies. Nrf2 was translocated into the nuclei of the 661W cells after exposure to RS9 and 6 h 
after light exposure, or to light exposure with prior RS9 exposure. GAPDH, cytosol marker; c-Jun, 
Nuclear marker. (C) EMSA was performed on nuclear extracts of 661W cells (control) or 661W cells 
exposed to RS9. For competition experiments, the unlabeled (cold) probe was included. The positions 
of the DNA-protein complexes are indicated by the arrowhead.  
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3-3 In vitro 光誘発視細胞障害に対する RS9 の保護作用 
 In vitro 光誘発視細胞障害に対する RS9 の保護作用を検討した (Fig. 10A)。光
照射により細胞死が惹起されたが、RS9 の光照射 6 時間前処置により、細胞死
が有意に抑制された (Fig. 10B, C)。 
 
Fig. 10 Protective effect of RS9 against 661W cell death after light exposure.  
RS9 reduced the number of dead 661W cells induced by light exposure (2,500 lux). (A) Experimental 
protocol of light-induced 661W cell death. (B) Fluorescence microphotograph of cells stained by 
Hoechst 33342 and propidium iodide (PI) at 24 h after light exposure. Scale bars, 50 µm. (C) Number 
of PI-positive cells expressed as the percentage of PI-positive to Hoechst 33342-positive cells. RS9 
(100, 1000 nM) decreases the light-induced death of 661W as does NAC (1 mM). Data are the means 
± SEMs (n = 6). **: P <0.01 vs. control group (Student’s t-test). ##: P <0.01 vs. light-exposed vehicle 
group (Dunnett’s test). 
 
3-4 In vivo 光誘発網膜障害に対する RS9 の保護作用 
 In vitro 661W 細胞を用いた光誘発視細胞障害に対して、RS9 は保護作用を示し
たことから、in vivo マウス光誘発網膜障害モデルを用いて RS9 の保護作用を検
討した (Fig. 11A)。光照射により a 波及び b 波の有意な低下が認められ、RS9 処
置により、a 波及び b 波の低下は有意に抑制された (Fig. 11B-D)。さらに、組織
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学的検討の成績から、光照射により視細胞の核層である外顆粒層厚の低下が認
められ、RS9 は外顆粒層厚の低下を有意に抑制した (Fig. 11E, F)。 
 
Fig. 11 Protective effects of RS9 against light-induced alterations of mice.   
(A) Experimental protocol of light-induced retinal degeneration model. RS9 (3 mM/2 μL/eye) was 
injected into vitreous space at 6 h before the light irradiation. (B) Typical dark-adapted 
electroretinograms (ERGs) recorded at 5 days after light exposure in response to stimulus flashes of 
0.98 log cds/m2. (C, D) Amplitudes of a- and b- waves of the ERGs at 5 days after light exposure 
(8,000 lux). Light irradiation decreases both the a- and b- waves and prior exposure to RS9 attenuated 
the reduction in the ERGs. Data are the means ± SEMs (n = 9). **: P <0.01 vs. normal group. #: P 
<0.05, ##: P < 0.01 vs. vehicle group (Student’s t-test). (E) Representative photomirographs showing 
hematoxylin and eosin staining of retinal sections (Normal, Vehicle-treated, and RS9-treated. Scale 
bar, 50 µm. (F) Measurements of the thickness of the outer nuclear layer (ONL) at 5 days after light 
exposure. Light exposure decreases the ONL thickness and treatment with RS9 attenuated ONL 
thinning. Data are the means ± SEMs (n = 9). *: P <0.05, **: P <0.01 vs. normal group; #: P <0.05, ##: 
P <0.01 vs. vehicle group (Student’s t-tests).  
 
3-5 In vivo 光誘発網膜障害における Nrf2 及び HO-1 の関与 
3-5-1 光暴露による Nrf2 及び HO-1 の発現変化 
 光暴露後の網膜おけるNrf2及びHO-1の発現変化について経時的に検討した。
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Nrf2 は光照射により発現量に変化が認められなかった (Fig. 12A, B)。一方、HO-
1 は光照射 24 時間後において有意な発現上昇が認められ、光照射 24 時間後まで
経時的に増加し、その後経時的に減少した (Fig. 12A, C)。 
 
Fig. 12 Time dependent changes of the expression of Nrf2-related protein after exposure to light 
in the murine retina.  
(A) Representative images show immunoreactivities against Nrf2 and HO-1. (B) Light exposure did 
not alter the Nrf2 levels. (C) Expression of HO-1 is significantly up-regulated 24 h after light 
irradiation. Data are the means ± SEMs (n = 5). **: P <0.01 vs. normal group (Dunnett’s test).   
 
3-5-2 光暴露による Nrf2 及び HO-1 の局在 
 光暴露後の Nrf2 及び HO-1 の局在を明らかにするために、Nrf2 と網膜桿体細
胞マーカーである rhodopsin、Nrf2 または HO-1 とミュラー細胞のマーカーであ
る glutamine synthase (GS) との蛍光二重染色を行った。光暴露 24 時間後の網膜
において、Nrf2 はとくに視細胞の核である外顆粒層及びミュラー細胞の核が存
在する内顆粒層 (inner nuclear layer: INL) において上昇していた (Fig. 13A)。ま
た、Nrf2 は rhodopsin 陽性及び GS 陽性の細胞核周辺に局在していた (Fig. 13B)。
さらに、HO-1 は外顆粒層厚及び内顆粒層での発現上昇が認められ、GS と顕著
に共局在していた (Fig. 13C)。 
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Fig. 13 Localization of Nrf2 and HO-1 after exposure to light in mice in vivo.  
Representative photomicrographs showing immunostaining of Nrf2 and rhodopsin (A), Nrf2 and GS 
(B), and HO-1 and GS (C) in mouse retina at 24 h after light irradiation. We used rhodopsin as a 
marker of rod photoreceptor cells, and GS as a marker of Müller glia cells. Nuclear import of Nrf2 is 
increased in the ONL and INL. Nrf2 is co-localized with rhodopsin and GS. HO-1 is localized in the 
ONL and INL, and merged with GS. Arrowheads show nuclear import of Nrf2. Arrows show non-
nuclear import of Nrf2. Scale bar; 50 μm or 20 μm. GCL: ganglion cell layer. IPL: inner plexiform 
layer. INL: inner nuclear layer. OPL: outer plexiform layer. ONL: outer nuclear layer. IS: inner 
segment. OS: outer segment.  
 
3-6 In vivo 光誘発網膜障害に対する RS9 の保護作用 
3-6-1 RS9 による Nrf2 及び HO-1 の発現変化 
 光暴露後の網膜における Nrf2 及び HO-1 の発現量に対して RS9 が影響を及ぼ
すかについて検討した。光照射 6 時間後の網膜では、HO-1 の有意な発現上昇は
認められなかった (Fig. 14A, B)。一方、RS9 を処置した網膜は HO-1 の有意な発
現上昇が認められた。しかしながら、Nrf2 の発現量に有意な変化は認められな
かった (Fig. 14A, C)。 
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Fig. 14 Expression of Nrf2 and HO-1 after light irradiation and exposure to RS9 in mice. 
(A) Representative band images show immunoreactivity against Nrf2 and HO-1. (B) Expression of 
HO-1 is significantly up-regulated 6 h after light irradiation and treatment with RS9. (C) Nrf2 is not 
altered 6 h after light irradiation and treatment with RS9. Data are the means ± SEMs (n = 6 or 7). **: 
P <0.01 vs. normal group. #: P <0.05 vs. vehicle-treated group (Student’s t-tests). 
 
3-6-2 RS9 による Nrf2 及び HO-1 の局在 
 光照射 6 時間後の網膜において、Nrf2 は視細胞及びミュラー細胞に局在した
(Fig. 15A, B)。また、RS9 処置により HO-1 は、外顆粒層厚及び内顆粒層での発
現が増加しており、GS との共局在が認められた (Fig. 15C)。  
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Fig. 15 Changes in Nrf2 and HO-1 location after RS9 exposure in light-induced retinal 
regeneration model mice.   
Representative photomicrographs are shown for immunostaining of Nrf2 and rhodopsin (A), Nrf2 and 
GS (B), and HO-1 and GS (C) after exposure of RS9 and 6 h of light irradiation in murine retina. Nrf2 
is mainly present in Müller glia cells and less strongly in photoreceptors. HO-1 was activated in ONL 
and INL. Double-immunostaining of HO-1 and GS showed that Ho-1 is co-localized with GS 6 h after 
exposure to light. Arrowheads show nuclear import of Nrf2. Arrows show non-nuclear import of Nrf2. 
Scale bar; 50 μm or 20 μm. 
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3-7 HO-1 発現上昇を介した RS9 の視細胞保護作用 
 光誘発視細胞障害に対する RS9 の保護作用における HO-1 の関与について検
討した (Fig. 16A)。Ho-1 siRNA の導入 (#1、#2 及び#3) により、HO-1 タンパク
質発現量はそれぞれ対照群の 30%、32%及び 27%まで減少した (Fig. 16B, C)。
Ho-1 siRNA 処置により光誘発視細胞死が増悪した (Fig. 16D, E)。また、光誘発
視細胞死に対して RS9 は保護作用を示したが、Ho-1 のノックダウンにより、こ
の保護効果は抑制された。 
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Fig. 16 Silencing of Ho-1 blocked the protective effects of RS9 against light-induced 
photoreceptor degeneration.   
(A) Representative images of western blots showing immunoreactivity against HO-1. (B) Expression 
of HO-1 is significantly decreased by knockdown of Ho-1. Data are the means ± SEMs (n = 4). *: P 
<0.05 vs. Negative control siRNA (Tukey’s test). (C) Experimental protocol of light-induced 661W 
cell death model under knockdown of Ho-1. (D) Fluorescence microphotographs of Hoechst 33342 
and propidium iodide (PI) stained retinas at 24 h after light exposure. Scale bars, 100 µm. (E) 
Percentage of PI-positive cells relative to the Hoechst 33342-positive cells. RS9 (1000 nM) reduces 
the number of light-induced photoreceptor cell death as also did treatment with NAC (1 mM). 
However, knockdown of Ho-1 increased the light-induced photoreceptor degeneration. Silencing Ho-
1, protective effects of RS9 against light damage was canceled. Data are the means ± SEMs (n = 4 or 
6). **: P <0.01 vs. none-siRNA. ##: P <0.01 vs. Negative control siRNA. $$: P < 0.01 vs. light exposed 
group. ††: P < 0.01 vs. light exposed+negative control siRNA-treated group. ‡‡: P < 0.01 vs. light 
exposed+negative control siRNA+RS9-treated group (Tukey’s test).  
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第 4 節 考察 
 本章では、新規 Nrf2 活性化薬 RS9 を用いて、光誘発視細胞障害に対する Nrf2
活性化による保護作用並びにその機序解明を目的として、in vitro 及び in vivo 光
誘発視細胞障害モデルを用いて検討を行った。本検討において、RS9 は in vitro
及び in vivo 光誘発視細胞障害に対して保護効果を示し、視細胞及びミュラー細
胞における HO-1 の発現増加が RS9 の視細胞障害に対する保護作用機構の一端
を担っていることが明らかとなった。想定される RS9 の光誘発網膜障害に対す
る保護機構を図 17 に示す。 
 Nrf2 の核内移行は Ho-1、Gclm 及び Nqo-1 などの第 2 相酵素の発現を誘導す
る。これら第 2 相酵素の発現誘導は、内的及び外的ストレスに対する組織保護
に対して重要であると考えられている。実際、先行研究においても網膜を含む多
くの組織における酸化ストレスや細胞毒性に対するスルフォラファンやアスタ
キサンチンなどの抗酸化物質の保護作用機序として、Nrf2 活性化が報告されて
いる (50, 51)。また、岐阜薬科大学薬効解析学研究室では過去に、in vivo 及び in 
vitro 脳虚血モデルや脳出血モデルに対して Nrf2 活性化薬である RS9 や BARD
が保護作用を有することを見出している (52-54)。今回、酸化ストレスの関連が
示唆されている in vivo 及び in vitro 光誘発視細胞障害モデルを用いて、RS9 は保
護作用を有することを明らかにした (Figs. 10, 11)。Nrf2 の活性化は神経細胞保
護作用を示すことが知られ、Nrf2 欠損マウスは視神経挫滅モデルにおいて細胞
死が増悪し (55)、虚血神経網膜において、網膜血管再生が促進する (56)。さら
に Nrf2 欠損マウスはヒト加齢黄斑変性症様の眼病態を示すことも報告されてい
る (57)。また、アデノ随伴ウイルスベクターによる Nrf2 の細胞導入は他の抗酸
化酵素である superoxide dismutase 2 (SOD2) や catalase よりも保護効果が強い 
(58)。Nrf2 の活性化は神経細胞障害に対して保護的に作用するため、様々な神経
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変性疾患の治療に応用できるかもしれない。  
Fig. 17 Putative mechanism of RS9 against light-induced photoreceptor degeneration.   
In normal conditions, Nrf2 activity is mediated by cytoplasmic suppression by Keap1. However, under 
oxidative conditions, Nrf2 is activated with nuclear accumulation. RS9 is believed to dissociate Nrf2 
from Keap1 by acting on Cys-151 of Keap1. Then, Nrf2 is translocated to the nucleus and induces an 
up-regulation of downstream signaling including that of HO-1. HO-1 protects photoreceptor cells 
directly, and indirectly through Müller cells. 
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 光誘発網膜障害モデルにおいては、酸化ストレス、小胞体ストレスを含む様々
なストレス因子や防御機構の破綻が視細胞死に寄与している (59-64)。ストレス
状況下においては、視細胞の細胞内カルシウムレベルが増加し、ROS が産生さ
れる (36, 65, 66)。実際、過去の岐阜薬科大学薬効解析学研究室における検討に
より、酸化ストレスのマーカーである 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) が
光照射後に外顆粒層で発現していることを明らかにした (59)。また、本検討に
おいても、in vivo 光障害モデルにおいて、光照射 24 時間後に HO-1 の発現量が
ピークとなり、Nrf2 は外顆粒層や内顆粒層に局在していた (Figs. 12, 13)。HO-1
は、Nrf2-AREシグナルを介した神経保護作用に重要な役割を担っている (67-70)。
外顆粒層は視細胞の核で構成されており、内顆粒層は双極細胞や水平細胞、アマ
クリン細胞、ミュラー細胞の核で構成されている。また、Nrf2 は神経細胞だけ
ではなく、アストロサイトやミクログリア細胞に発現していることが報告され
ている (52, 71)。以上、Nrf2 の活性化を介した HO-1 の発現上昇は酸化ストレス
の惹起されている視細胞層やミュラー細胞などで誘導され、抗酸化応答の一役
を担っていることが示唆された。実際、視細胞における Ho-1 のサイレンシング
は、RS9 による保護作用を抑制した (Fig. 16)。視細胞及びミュラー細胞の両細胞
における Nrf2 の活性化は、光誘発視細胞死の保護作用に深く関与していること
が示唆された。  
ミュラー細胞は網膜において神経毒性に対して保護作用を有することが知ら
れている (72, 73)。σ1 受容体を欠損させたミュラー細胞では Nrf2 シグナル抑制
を介して ROS の発現が上昇し、Na+非依存的なグルタミン酸－シスチン交換輸
送体がブロックされる (74)。さらに、低酸素誘発のミュラー細胞障害や網膜に
おける血管障害に酸化ストレスが寄与している (75)。したがって、ミュラー細
胞の保護は網膜神経保護の観点から重要な役割を担っている。緒言でも記述し
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たように、Nrf2 は核内移行すると ARE と結合し、解毒性、細胞保護、抗酸化応
答遺伝子、抗炎症遺伝子、ユビキチンプロテアソーム系に関与する遺伝子群を誘
導する (41)。実際、RS9 は、HO-1 のより早期の発現上昇や Nrf2 の核内移行を
促し、HO-1 はミュラー細胞のマーカーである GS と共局在することを明らかに
した (Figs. 14, 15)。毛様体神経栄養因子を含む成長因子はミュラー細胞を標的と
し、神経生存作用を促進するサイトカインを視細胞に対して誘導する (76)。さ
らに、ミクログリア-ミュラー細胞の相互作用により、光誘発網膜障害モデルに
おいて神経栄養因子の放出が制御されている (77)。アストロサイトなどのグリ
ア細胞からの HO-1 の誘導は虚血性アポトーシスから脳神経を保護する (78)。
今回の試験成績と先行研究からミュラー細胞におけるより早期の HO-1 の活性
化は、視細胞保護的に働き、視細胞死を減弱することが示唆された。 
以上、本研究において、新規 Nrf2 活性化薬である RS9 は光誘発網膜障害に対
して保護作用を示し、HO-1 の早期の活性化がミュラー細胞を介して間接的な作
用もしくは直接的に視細胞死を減弱させることを明らかにした。本章では、この
ようにミュラー細胞を標的にした視細胞保護作用を示す薬剤について検討した。
次章では、ミュラー細胞に発現し、神経保護作用を示す可能性があるヘパリン結
合性上皮成長因子様成長因子 (Heparin-binding epidermal growth factor-like growth 
factor: HB-EGF) について、萎縮型加齢黄斑変性症の病態解明を目的とし、本章
と同様に光誘発網膜障害モデルを用いて検討を行った。 
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第 2 章 光誘発網膜障害における HB-EGF の保護作用 
第 1 節 緒言 
前章では、萎縮型加齢黄斑変性症におけるNrf2活性化薬の保護作用及びNrf2と
その関連因子HO-1の役割を明らかにした。しかしながら、加齢黄斑変性症の病
態は未だ不明な点も多く、また萎縮型加齢黄斑変性症の治療薬は存在しないこ
とから、更なる病態機序の解明や新規治療法の確立を目指した分子ターゲット
の同定が必要である。 
神経成長因子 (Nerve growth factor: NGF)、グリア細胞由来神経栄養因子 (Glia 
cell-line-derived neurotrophic factor: GDNF) 及び脳由来神経栄養因子  (Brain-
derived neurotrophic factor: BDNF) などの神経栄養因子は視神経挫滅モデル、網
膜虚血再灌流モデル、網膜剥離モデル及び光誘発網膜障害モデルなどの疾患モ
デルを用いて保護作用を有することが報告されている (79-84)。また、ミクログ
リア-ミュラー細胞相互作用を介した神経栄養因子の分泌により細胞保護作用を
示すことが報告されている  (77)。ミュラー細胞に光照射すると、NGF、
neurotrophin-3 (NT-3)、毛様体神経栄養因子 (Ciliary neurotrophic factor: CNTF) 及
びGDNFの放出が増加し、一方、塩基性線維芽細胞成長因子 (Basic fibroblast 
growth factor: bFGF) の放出が減少する (77)。神経栄養因子、サイトカイン及び
成長因子であるBDNF、bFGF、 酸性線維芽細胞成長因子 (Acidic fibroblast growth 
factor: aFGF) 及び interleukin 1β (IL-1β) の投与は、光誘発視細胞障害に対して保
護作用を示す (85)。実際、神経栄養因子であるCNTF放出細胞を挿入した薬物送
達インプラントが開発され、加齢黄斑変性症や網膜色素変性に対する臨床試験
が行われた (86)。しかし、未だに治療応用には至っていない。 
前述したように、加齢黄斑変性症は後眼部の黄斑変性に特徴づけられ、中心窩
や視野欠損につながる疾患である。加齢黄斑変性症は中途失明原因の1つである
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が、その病態発症機序については十分に明らかにされていない。光は視機能に非
常に重要であるが、過度な光は光化学的障害を網膜感覚神経細胞に与え、とくに
萎縮型加齢黄斑変性症のリスクファクターの一つである (1)。マウスやラットに
光照射すると、視細胞の変性や外顆粒層の萎縮が惹起されることから (35, 36)、
光誘発網膜障害モデルは萎縮型加齢黄斑変性症のモデルとして用いられている 
(35)。光照射により視細胞の細胞内カルシウム濃度が増加し、ROSが誘導される
ことが知られ (36, 65)、光誘発網膜障害モデルに対するアスコルビン酸 (87) や
クルクミン (88) などの抗酸化物質の保護効果が報告されてきた。岐阜薬科大学
薬効解析学研究室においても、同マウスモデルを用いてラジカルスカベンジャ
ーのエダラボン (89, 90)、抗酸化物質であるクロセチン (91) やアントシアニン 
(92)、カルパイン阻害薬 (93) などの様々な薬剤の効果を検証してきた。抗酸化
作用を有する薬剤は光誘発網膜障害モデルには奏功することから、酸化ストレ
スは同モデルの視細胞障害発症機序の主要因子の一つであることがわかる。  
本研究では、上皮成長因子 (epidermal growth factor: EGF) ファミリーの一つで
あるヘパリン結合性上皮成長因子様成長因子 (Heparin-binding epidermal growth 
factor-like growth factor: HB-EGF) に着目した (94)。HB-EGFは中枢神経系には広
く発現しており、とくに脳においては神経細胞やグリア細胞で (95)、網膜にお
いてもグリア細胞での発現が確認されている (96)。また、HB-EGFは脳虚血再灌
流障害で 上昇 す ること  (96) や増 殖性硝子 体網 膜 症  (Proliferative 
vitreoretinopathy: PVR) 患者で増加することが報告されている (97)。1型膜タンパ
ク質として合成された膜結合型pro-HB-EGF (Membrane-bound pro-HB-EGF) は、
酵素的にa disintegrin and metalloprotease (ADAM) -9、-10、-12及び-17により可溶
性のHB-EGF (soluble HB-EGF: sHB-EGF) に切断される (98-102)。sHB-EGFは
EGF受容体 (EGF receptor/ErbB1) に結合し、細胞内にシグナルを伝達する (94)。
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また、膜型チロシンキナ
ーゼ受容体のErbB4にも
結合し (103)、神経生存
やグリア細胞・幹細胞増
殖促進に関与する (104-
106) 。一方、HB-EGFは
分泌型に限らず、ジャス
タクリンと呼ばれる接
着細胞にシグナル伝達
を行うことが知られており、膜結合型としても細胞間シグナル伝達タンパク質
としても機能する (107) (Fig. 18)。HB-EGFはラット虚血再灌流障害において、フ
リーラジカル産生や一酸化窒素 (nitric oxide: NO) の産生を抑制する (108, 109)。
HB-EGFはグリア細胞の浮腫を抑制し (96)、岐阜薬科大学薬効解析学研究室にお
いても、HB-EGFが脳虚血再灌流モデルで神経保護作用を有している可能性を報
告している (110)。また、ゼブラフィッシュの網膜グリア細胞の脱分化や網膜再
生に関与している (111)。これらの知見から、HB-EGFは抗酸化能及び神経保護
作用を有し、網膜における各種病態形成において重要な役割を担っていること
が推察できる。 
そこで本章では、内在性のHB-EGFが光誘発網膜障害に寄与するか否か、さら
には、HB-EGFが萎縮型加齢黄斑変性症の治療ターゲットとなり得るかについて
分子生物学的・薬理学的手法を用いて検討した。 
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第 2 節 実験材料及び方法 
2-1 薬物及び試薬 
 本実験に用いた薬物及び試薬は以下の通りである。 
Protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail 2、phosphatase inhibitor 
cocktail 3、mouse monoclonal anti-β-actin、ヘマトキシリン液、エオジン液は Sigma-
Aldrich (St.Louis, MO, USA)、BCA protein assay kit、Horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated goat anti-rat antibody、goat anti-rabbit HRP-conjugated antibody、HRP-
conjugated goat anti-mouse antibody は Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)、
Sample Buffer Solution (2ME+) (×4)、2-メルカプトエタノール、ドデシル硫酸ナト
リウムポリアクリルアミドゲル (sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel、
ドデシル硫酸ナトリウム (sodium dodecyl sulfate: SDS)、イムノスター®LD、パラ
ホルムアルデヒド (paraformaldehyde: PFA)、エタノール、メタノール、塩化カリ
ウムは Wako (Osaka, Japan)、Normal Goat Serum は Vector Labs (Burlingame, CA, 
USA)、リン酸二水素カリウム (sodium dihydrogenphosphate: KH2PO4)、リン酸水
素二ナトリウム十二水和物  (sodium hydrogenphosphate 12-water: Na2HPO3 ･
12H2O)、リン酸二水素ナトリウム二水和物  (sodium dihydrogenphosphate 
dehydrate: NaH2PO4･2H2O)、グリシン、Blocking One-P は Nacalai Tesque (Kyoto, 
Japan)、キシレン、塩化ナトリウムは Kishida Chemical (Osaka, Japan)、ケタミン 
(ketamine) は Daiichi Sankyo Propharma (Tokyo, Japan)、キシラジン (xylazine) は
Bayer Healthcare (Tokyo, Japan)、パラフィン(paraffin) は Sakura Finetechnical (Tokyo, 
Japan)、オイキット (EUKITT) は O.Kindler (Freiburg, Germany)、フルオロマウン
ト (Fluoromount) は Diagnostic Bio Systems (Pleasanton, CA, USA)、ミドリン®P 点
眼液  (0.5%トロピカミド及び 0.5%フェニレフリン塩酸塩 : tropicamide ･
phenylephrine hydrochloride)、サイプレジン®1%点眼液 (シクロペントラート塩酸
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塩: cyclopentolate hydrochloride) 、クラビット®点眼液 0.5% (レボフロキサシン水
和物: levofloxacin hydrate)は Santen Pharmaceutical Co., Ltd. (Osaka, Japan)、イソフ
ルラン (isoflurane) は Mylan (Tokyo, Japan)、笑気ガス (N2O) は Showa Denko 
(Tokyo, Japan)、 酸素ガス (O2) は Taiyo nissan (Tokyo, Japan)、Can Get Signal 
Solution 1、Can Get Signal Solution 2 は Toyobo (Osaka, Japan)、Triton X-100、Tween 
20 Solution (tween)、トリス (tris) は Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)、ト
リス緩衝塩液 (tris-buffered saline: TBS) は Takara (Shiga, Japan)よりそれぞれ購入
した。マウス由来錐体視細胞株 (661W) は、Dr. Muayyad R. Al-Ubaidai (University 
of Oklahoma Health Sciences Center, Oklahoma City, OK, USA) より恵与されたもの
を使用した。抗 HB-EGF 抗体 (rat monoclonal anti-HB-EGF antibody) は、愛媛大
学愛媛大学プロテオサイエンスセンター 細胞増殖・腫瘍制御部門/大学院医学系
研究科 生化学・分子遺伝学分野 東山繁樹先生より供与された。 
 PBS (phosphate buffered saline) は、KCl、KH2PO4、NaCl、Na2HPO4・12H2O を
超純水 (MiliQ) に溶解し、調製した。PB (Phosphate buffer) は、NaH2PO4・2H2O、 
Na2HPO4・12H2O を MiliQ に溶解し、調製した。 
 
2-2 実験方法 
2-2-1 実験動物 
8週齢雄性 C57BL/6J マウス及び非近交系 ddYマウスは日本エスエルシ－株式
会社（Shizuoka, Japan）より購入した。へパリン結合性上皮成長因子 [Heparin-
binding epidermal growth factor-like growth factor  (HB-EGF)]ノックアウト (KO) 
マウスは、Six3-Cre mice (C57BL/6) と、HB-EGF-lox-p conditional mice (C57BL/6J) 
を交配させて得た。すべてのマウスは設定温度 24°C (許容範囲: 22 ~ 26°C)、設
定湿度 55% (許容範囲: 40 ~ 70%)、明暗各 12 時間 (照明: 午前 8:00 ~ 午後 8:00) 
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に維持された本学三田洞学舎の動物飼育舎または本学 6 階動物飼育室で飼育し
た。マウスはプラスチック製ケージ (縦 24.5 × 横 17.5 × 高さ 12.5 cm) を用い、
自由給水下で固形飼料 (CE-2) にて飼育した。動物実験は、岐阜薬科大学動物飼
育・動物実験委員会に動物実験承認申請を行い、許可を得た上で実施した。また、
遺伝子改変動物は、岐阜薬科大学生命倫理・バイオセーフティー委員会に遺伝子
組換え申請を行い、許可を得て使用し、岐阜薬科大学動物舎運営委員会が定める
倫理規定を遵守し、実施した。 
 
2-2-2 マウスジェノタイピング 
 生後 4 週齢のマウスの尻尾を 2 mm 切りとり、Cell Lysis Solution (25 mM tris-
HC; pH8.0、10 mM EDTA pH8.0、1% SDS) 及び Proteinase K により溶解し、その
後 7.5M 酢酸アンモニウム溶液によりタンパク質を除去し、2-プロパノール、
70% エタノールによりDNAを抽出し、以下のプライマーを用いてPCRを行い、
マウス遺伝子型を同定した。 
Wild-type HB-EGF; 5′-CATGATGCTCCAGTGAGTGGCTCTGATTAC-3′ (センス鎖) 
5′-AGGGVAAGATCATGTGTCCTGCCTGAAGCC-3′ (アンチセンス鎖) 
Lox HB-EGF; 5′-ATGGGATCGGCCATTGAACA-3′ (センス鎖) 
5′-GAAGAACTCGTCAAGAAGGC-3′ (アンチセンス鎖) 
Cre-recombinase; 5′-TTACCGGTCGATGCAACGAGTGATG-3′ (センス鎖) 
5′-TTCCATGAGTGAACGAACCTGGTCG-3′ (アンチセンス鎖) 
増幅反応は PCR Thermal Cycler Dice® gradient (Takara Bio) を用いて、35 サイ
クル行った。1 サイクルの構成は DNA 変性; 94℃ 30 秒間、アニーリング及びプ
ライマーの変性; 53℃ 30 秒間にて行った。 
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2-2-3 RT-PCR  
2-2-3-1 RNA 抽出 
マウスの眼球を摘出し、網膜を単離した。単離した組織はマイクロチューブに
いれ、液体窒素で急速凍結した。サンプルは RNA 抽出まで-80℃に保存した。
RNA 抽出には、Aurum total RNA Fatty and Fibrouse Tissue kit (Bio-Rad) を用いて
行った。クロロホルムを加えて、混合し遠心した。その後、水相を回収し、エタ
ノールと混合した。Aurum ミニスピンカラムのシリカメンブレン上にサンプル
をアプライし、洗浄した。DNase I 消化反応をカラム上で行い、RNA を溶出し
た。 
 
2-2-3-2 RT-PCR 
RT-PCR には、QIAGEN OneStep RT-PCR Kit を用いた。RNase free water、5x 
QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer、dNTP Mix (各 dNTP 10 mM を含有)、QIAGEN 
OneStep RT-PCR Enzyme Mix、RNase 阻害剤をそれぞれ加え混合した (これをマ
スターミックスとする)。マスターミックスを PCR チューブに加え、そこに先ほ
ど抽出した RNA を加え、全量を 50 μLとした。ミネラルオイル約 50 μLを溶液
の上に重層した。Thermal Cycler Dice Real Time System (Takara Bio) の温度が 50℃
に達したら PCR チューブを入れ、30 分、50℃で逆転写反応を、15 分、95℃で
PCR 初期活性化反応を、1 分間、94℃の変性を 1.5 分間、60℃でアニーリングを
1 分間、72℃でエクステンションの 3 ステップを 32 サイクル行い、10 分間、
72℃で最終エクステンション反応を行った。なお、用いたプライマーの配列は、 
Hb-egf; 5´-GGAATTCTGGAGCGGCTTCGGAGAG-3´ (センス鎖) 
5´-CAAGCTTTGCAAGAGGGAGTACGGAACT-3´(アンチセンス鎖) 
である。 
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2-2-4 免疫染色用組織切片作成 
マウス眼球を摘出し、4% PFA 含有 0.1 M PB (pH 7.4) を 2 µL 硝子体内投与し、
同液にて一晩放置した。ついで、25% スクロース含有 0.1 M PB (pH 7.4) 液に 48
時間放置した。その後、OCT Compound にて凍結した眼球を包埋し、cyrostat 
(Leica) を用いて、­20℃で厚さ 10 µm の切片を作成し、MAS コーティングされ
たカバーグラス (Matsunami, Osaka, Japan) にのせ、-80°C にて保存した。 
 
2-2-5 LacZ 染色 
染色時-80°Cに保存された凍結切片を取り出して、-20°Cで 1時間放置した後、
室温で 10 分乾燥させ、反応液の流出を防ぐために Super PAP pen (ZYMED) にて
切片の周囲を囲んだ。PBS に浸して OCT Compound を洗浄した。LacZ 染色は β-
garactosidase staining kit を用いて行った。切片を 0.2% glutaraldehyde 及び 1% 
formalin に浸透させた後、5-bromo-4chloro-3-indoly β-galactoside (X-gal) (Active 
Motif, Carlsbad, CA, USA) を含んだ反応液に 37°C、2 時間浸して発色させた。 
 
2-2-6 In vivo 光誘発網膜障害モデル 
In vivo 光誘発網膜障害モデルは第 1 章の 2-2-10 の方法に準じて作製した。
C57BL/6J または ddY マウスを 24 時間完全な暗室で飼育し暗順応させた。光照
射 30 分前に 1%シクロペントレートにより散瞳させた後、鏡張りの光障害モデ
ル作製装置の中で白色蛍光灯  (Toshiba, Tokyo, Japan) を用いて、 14,000 
(C57BL/6J) または 8,000 lux (ddY) の光環境下で 3 時間マウスを飼育することに
より網膜障害を惹起した。 
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2-2-7 リアルタイム RT-PCR 
2-2-7-1 RNA 抽出 
 C57BL/6J マウスの眼球を摘出し、網膜を単離した。単離した組織はマイクロ
チューブにいれ、液体窒素で急速凍結した。サンプルは RNA 抽出まで-80°C に
保存した。RNA 抽出には、High Pure RNA Tissue Kit を用いて行った。サンプル
に 400 μLの Lysis/Binding buffer を加え、ホモジナイザー (Psycotron, Microtec Co., 
Chiba, Japan) を用いてマイクロチューブを氷中で 3 分間ホモジナイズした。そ
の後、13,000 × g、4℃、2 分間遠心した。遠心した上清を 380 μL 回収し、そこに
190 μLの ethanol を加え、よく混合した。High Pure フィルターチューブと回収
用チューブとを組み立て、試料全量 (570 μL) を加え、13,000 × g、25°C、30 秒
間遠心した。回収用チューブに排出された液を捨て、同じ回収用チューブをフィ
ルターチューブと組み立てた。そこに、90 μL の DNase Incubation Buffer と 10 μL
の DNase Ⅰ希釈溶液を加え、室温で 15 分間インキュベーションさせた。500 μL
の調整済み Wash buffer І をフィルターチューブ上部に入れ、8,000 × g、25°C、15
秒間遠心した。回収用チューブに排出された液を捨て、同じ回収用チューブをフ
ィルターチューブと組み立てた。500 μL の調整済み Wash buffer ІІ をフィルター
チューブ上部に入れ、8,000 × g、25℃、15 秒間遠心した。回収用チューブに排出
された液を捨て、同じ回収用チューブをフィルターチューブと組み立てた。300 
μLの調整済み Wash buffer ІІ をフィルターチューブ上部に入れ、13,000 × g、25°C、
2 分間遠心した。回収用チューブに排出された液を捨て、フィルターチューブを
ヌクレアーゼフリーの 1.5 mL チューブに挿入した。その後、30 μL の Elution 
Buffer を加え、8,000 × g、25°C、1 分間遠心し、RNA を抽出した。 
 
 
51 
 
2-2-7-2 RNA 逆転写 
RNA 逆転写には PrimeScript RT Master Mix (Perfect Real Time) (Takara)を用い
た。8 μLの total RNA に 2 μLの 5 ×PrimeScript RT Master Mix (Perfect Real Time) 
を加え、混合した。その後、PCR Thermal Cycler Dice (Takara) を用いて 37°C で
15 分間逆転写反応を行い、85°C で 5 秒間置き、逆転写酵素を失活させた。 
 
2-2-7-3 リアルタイム RT-PCR 
リアルタイム RT-PCR には、第 1 章 2-2-3-3 に準じて行った。 
用いた primer は 
Hb-egf; 5´-GGAATTCTGGAGCGGCTTCGGAGAG-3´ (センス鎖) 
5´-CAAGCTTTGCAAGAGGGAGTACGGAACT-3´ (アンチセンス鎖) 
Gapdh; 5´-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3´ (センス鎖) 
5´-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3´ (アンチセンス鎖) 
である。  
 
2-2-8  ウエスタンブロット解析 
ウエスタンブロット解析は、第 1 章 2-2-7 に準して行った。一次抗体は、rat 
monoclonal anti-HB-EGF antibody (愛媛大学愛媛大学プロテオサイエンスセンタ
ー 細胞増殖・腫瘍制御部門/大学院医学系研究科 生化学・分子遺伝学分野 東山
繁樹教授より供与) (1:1000) 及び mouse monoclonal anti-β-actin antibody (Sigma-
Aldrich) (1:20000) を用いた。二次抗体には、horseradish peroxidase goat anti-mouse 
antibody (Thermo Fisher Scientific) または goat anti-rat HRP conjugated antibody 
(Funakoshi, Tokyo, Japan) を 2,000 倍希釈して用いた。 
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2-2-9 HB-EGF 硝子体内投与 
 HB-EGF 硝子体内投与は第 1 章 2-2-11 の方法に準じて行った。暗順応下で、
光照射 2 時間前に Recombinant Human HB-EGF (R&D systems, Minneapolis, MN, 
USA) を角膜輪部より 33G のナノパスニードル (TERUMO, Tokyo, Japan) で 500 
ng をマウスの硝子体内に投与した。その後、レボフロキサシン点眼液を抗炎症
の目的で点眼した。溶媒投与群には 0.01 M PBS を硝子体内に投与した。 
 
2-2-10 組織学的検討 
組織学的解析は、第 1 章 2-2-13 に準じて行った。 
 
2-2-11  Electroretinogram (網膜電図) 
Electroretinogram (網膜電図) は、第 1 章 2-2-12 に準じて行った。 
 
2-2-12 661W 細胞の培養 
マウス由来錐体視細胞株 (661W) は Dr. Muayyad R. Al-Ubaidai (University of 
Oklahoma Health Sciences Center, Oklahoma City, OK, USA) より恵与されたものを
使用した。661W 細胞の培養は第 1 章 2-2-2 に準じて行った。 
  
2-2-13 In vitro 光誘発視細胞障害 
In vitro 光誘発視細胞障害は、第 1 章 2-2-4 に準じて行った。HB-EGF の添加
は、光照射 1 時間前に行った。HB-EGF (R&D systems) は、PBS で希釈して用い、
終濃度が 10、50 または 100 nM となるように 1%FBS 含有 DMEM で希釈して用
いた。 
Trolox (Enzo Life Sciences) は、終濃度が 30 μM になるように添加し、positive 
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control として用いた。 
 
2-2-14   死細胞率の測定と評価 
死細胞率の測定及び評価は、第 1 章 2-2-9 に準じて行った。 
 
2-2-15 RNA 干渉 
 RNA 干渉は、第 1 章 2-2-14 に準じて行った。用いた HB-EGF siRNA は以下の
通りである。 
#1, 5′-CUU GGA AAG UGA AGA GAA A-3′ (センス鎖)  
5′-UUU CUC UUC ACU UUC CAA G-3′ (アンチセンス鎖);  
#2, 5′-UCG UGG GAC UUC UCA UGU U-3′ (センス鎖)  
5′-AAC AUG AGA AGU CCC ACG A-3′ (アンチセンス鎖). 
及び陰性対照 siRNA［RNAi Negative Control Duplex (Nippon Gene Material)］。 
遺伝子導入 24 時間後に抗生物質含有培地に交換し、その 1 時間後に白色蛍光灯 
(Nikon) 2,500 lux の光を照射することにより光誘発細胞障害を惹起し、RT-PCR
もしくは細胞死評価を行った。 
 
2-2-16 661W 細胞を用いた RT-PCR 法による解析 
661W 細胞を用いた RT-PCR 法による Hb-egf siRNA ノックダウン効率の解析
は第 1 章 2-2-3 に準じて行った。用いた primer は、2-2-7-3 で使用したものを用
いた。 
 
2-2-17 活性酸素種 (reactive oxygen species: ROS) の測定 
  661W 細胞内における活性酸素種の測定のため、CM-H2DCFDA (Thermo 
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Scientific) を用いた。白色蛍光灯 (Nikon) 2,500 lux の光を照射することにより光
誘発細胞障害を惹起し、終濃度 10 μM となるように CM-H2DCFDA を培地中に
添加した。光照射終了直後及び 1 時間後にマルチスペクトロマイクロプレート
リーダー (Varioskan Flash; Thermo Fisher Scientific) を用いて測定波長 488 nm (参
照波長 525 nm) の蛍光波長を測定した。細胞数を Hoechst 33342 (終濃度 8 µM) 
により染色し、核の形態を蛍光顕微鏡 (Olympus, Tokyo, Japan) を用いて観察し
た。核染色の写真は高感度冷却 Charge coupled device (CCD) カメラ (DP30BW. 
Olympus) を用いて撮影した。測定した吸光度を細胞数で補正することにより、
対照群を 100%として ROS 発現量を比較した。 
 
2-2-18 統計学的解析 
実験成績は平均値±標準誤差 (SEMs) で示した。統計学的解析は Statistical 
Package for the Social Sciences 15.0J for Windows software (SPSS Japan Inc.) を用い
た。統計学的解析は Student’s t-test、Dunnett’s test または Tukey’s test により行っ
た。危険率が 5 %未満を有意差有りとした。 
 
第 3 節 実験成績 
3-1 光誘発網膜障害における HB-EGF の発現量の変化 
光照射後の C57BL6/J マウスの網膜において、3 時間の光暴露直後に Hb-egf 
mRNA の有意な上昇が認められた (Fig. 19A)。また、ウエスタンブロット解析に
よる HB-EGF タンパク質発現量の検討から、光照射後の網膜において、光照射 6
時間後に HB-EGF タンパク質発現量の有意な上昇が認められた (Fig. 19B)。 
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Fig. 19 Expression of Hb-egf mRNA and protein after light exposure.  
(A) Hb-egf mRNA was increased just after exposure to light (14,000 lux). Data are shown as mean ± 
SEMs (n = 8 to 10). *: P < 0.05 vs. normal group (Dunnett’s test). (B) Representative band images 
show immunoreactivities against pro HB-EGF. Pro-HB-EGF was significantly increased at 6 h after 
light exposure. The strain of WT mice we used in the study and the background of KO mice were 
C57BL/6J.  Data are shown as mean ± SEMs (n = 5 or 6). *: P < 0.05 vs. Normal group (Dunnett’s 
test).  
 
3-2 光誘発網膜障害モデルにおける HB-EGF の関与 
3-2-1 HB-EGF 欠損マウスにおける網膜での HB-EGF の発現 
 前脳及び網膜特異的 HB-EGF 欠損マウスの網膜において、Hb-egf mRNA の網
膜における発現が野生型 C57BL/6J マウスと比較して著明に減少していた (Fig. 
20A)。 
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 また、今回用いた前脳及び網膜特異的 HB-EGF 欠損マウスは、HB-EGF が欠損
した部位において LacZ が発現するように設計されている。LacZ 染色の解析に
より、LacZ 陽性細胞は HB-EGF 欠損マウスにおいて、網膜の外顆粒層、内顆粒
層及び網膜神経節細胞層 (Ganglion cell layer: GCL) において認められた (Fig. 
20B)。 
 
Fig. 20 The expression of HB-EGF in HB-EGF KO mice.  
(A) RT-PCR analysis revealed that Hb-egf mRNA expression was decreased in HB-EGF KO mice 
(versus WT mice). (B) In HB-EGF KO mice, LacZ-positive cells were observed in the retina. Scale 
bars: upper 50 µm; lower 15 µm. GCL: ganglion cell layer. INL: inner nuclear layer. ONL: outer 
nuclear layer. OLM: outer limiting membrane.  
 
3-2-2 光誘発網膜障害に対する HB-EGF の関与 
前脳及び網膜特異的 HB-EGF 欠損マウスを用いて、光誘発網膜障害に対する
HB-EGF の関与を検討した。野生型マウスは、正常網膜と比較して、光照射群 (白
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られた (Fig. 21A, B)。一方、HB-EGF 欠損マウスは、野生型と比較して光照射後
の外顆粒層厚がさらに減少した。HB-EGF 欠損マウスにおいて、光照射後に ERG
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cds/m2においては、正常網膜の視機能に対して、光照射した野生型マウスでは a
波及び b 波振幅共にほぼ変化が認められなかったのに対し、HB-EGF 欠損マウ
スは、光照射による有意な視機能低下が認められた。 
 
Fig. 21 Role of HB-EGF in light-induced retinal morphological change and functional damage.   
(A) Representative photographs showing hematoxylin and eosin staining of retinal section from WT 
and HB-EGF KO mice, and from light-exposed (14,000 lux) WT and light-exposed (14,000 lux) HB-
EGF KO mice (retinas obtained at 5 days after light exposure). The strain of WT mice we used in the 
study and the background of KO mice were C57BL/6J. Scale bar, 50 µm. (B) Measurements of the 
thickness of the outer nuclear layer at 5 days after light exposure. Data are shown as mean ± SEMs (n 
= 4 to 7). *: P<0.05, **: P<0.01 vs. Control WT, #: P<0.05, ##: P<0.01 vs. Light-exposed WT group 
(Tukey’s test). (C) Typical dark-adapted ERG traces recorded at 5 days after light exposure in response 
to stimulus flashes at 0.98 log cds/m2. (D, E) Amplitudes of a- and b- waves at 5 days light after light 
exposure (14,000 lux). The strain of WT mice we used in the study and the background of KO mice 
were C57BL/6J. Data are shown as mean ± SEMs (n = 4 to 7). *: P<0.05, **: P<0.01 vs. Control WT, 
#: P< 0.05, ##: P < 0.01 vs. Light-exposed WT (Tukey’s test).  
  
3-3 In vitro 光誘発視細胞障害に対する HB-EGF の関与 
 In vitro 光誘発視細胞死に対する HB-EGF の関与を検討した。Hb-egf siRNA の
導入 (#1 及び#2) により、Hb-egf mRNA 量はそれぞれ対照群の 24%及び 54%ま
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で減少した (Fig. 22A)。Hb-egf siRNA 処置により、それぞれ対照群の 58%及び
38%光誘発視細胞死が有意に促進した (Fig. 22B, C)。 
 
 
Fig. 22 Effect of HB-EGF siRNA on response of 661W cell to light irradiation.   
(A) Expression of Hb-egf mRNA after transfection with Hb-egf or negative control siRNA. Gapdh 
mRNA was used as the intermal control. Data are shown as mean ± SEMs (n=5). *: P < 0.05, **: P < 
0.01 vs. negative control siRNA group (Student’s t-test). (B) Fluorescence microscopy of Hoechst 
33342 and propidium iodide (PI) staining at 24 h after light irradiation. (C) The number of cells 
exhibiting PI fluorescence was counted, and positive cells were expressed as the percentage of PI-
stained cells to Hoechst 33342-stained cells. Data are shown as mean ± SEMs (n=6). **: P < 0.01 vs. 
No siRNA group (Student’s t-test), ##: P < 0.01 vs. Light-exposed negative control siRNA group 
(Student’s t-test). Scale bars, 50 µm.   
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3-4 光誘発網膜障害に対する HB-EGF の保護作用 
 In vivo光誘発網膜障害モデルに対するHB-EGFの保護作用について検討した。
光照射群 (3時間光照射) の 5日後において外顆粒層の萎縮が認められたが、HB-
EGF 硝子体内投与 (500 ng/eye) により外顆粒層の萎縮が有意に改善された (Fig. 
23A, B)。さらに、28 日後では 5 日後よりも外顆粒層厚の減少が認められたが、
HB-EGF 硝子体内投与により外顆粒層の萎縮が有意に改善した (Fig. 23C, D)。光
照射群 (3 時間光照射) の光照射 5 日後において、無処置群と比較して ERG の a
波及び b 波の減少が認められ、HB-EGF の硝子体内投与により a 波及び b 波の振
幅低下が抑制された (Fig. 23E-G)。また、光照射群 (3 時間光照射) の光照射 28
日後において無処置群と比較して ERG の a 波及び b 波の減少が認められ、HB-
EGFの硝子体内投与により a波及び b波の振幅低下を有意に抑制した (Fig. 23H-
J)。 
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Fig. 23 Protective effects of HB-EGF against light-induced morphological and functional 
changes in the retina.   
(A) Representative photographs showing hematoxylin and eosin staining of retinal sections (Normal, 
Vehicle-treated, and HB-EGF-treated. Scale bar, 50 µm. (B) Measurements of the thickness of the 
outer nuclear layer at 5 days after light exposure. The strain of mice was ddY. Data are shown as mean 
± SEMs (n = 7 to 9). *: P < 0.05, **: P < 0.01 vs. Normal group. #: P < 0.05, ##: P < 0.01 vs. Vehicle 
group (Student’s t-test). (C) Representative photographs showing hematoxylin and eosin staining of 
retinal sections (Normal, Vehicle-treated, and HB-EGF-treated. Scale bar, 50 µm. (D) Measurements 
of the thickness of the outer nuclear layer at 28 days after light exposure. The strain of mice was ddY. 
Data are shown as mean ± SEMs (n = 8 to 11). *: P < 0.05, **: P < 0.01 vs. Normal group. #: P < 0.05, 
##: P < 0.01 vs. Vehicle group (Student’s t-test). (E) Typical dark-adapted ERG traces recorded at 5 
days after light exposure in response to stimulus flashes at 0.98 log cds/m2. (F, G) Amplitudes of a- 
and b- waves at 5 days after light exposure (8,000 lux). The strain of mice was ddY. Data are shown 
as mean ± SEMs (n = 7 to 9). **: P < 0.01 vs. Normal group. #: P < 0.05, ##: P < 0.01 vs. Vehicle group 
(Student’s t-test). (H) Typical dark-adapted ERG traces recorded at 28 days after light exposure in 
response to stimulus flashes at 0.98 log cds/m2.  (I, J) Amplitudes of a- and b- waves at 5 days after 
light exposure (8,000 lux). The strain of mice was ddY. Data are shown as mean ± SEMs (n = 10 or 
13). **: P < 0.01 vs. Normal group. #: P < 0.05, ##: P < 0.01 vs. Vehicle group (Student’s t-test).  
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3-5 In vitro 光誘発視細胞障害に対する HB-EGF の保護作用 
 In vitro 光誘発視細胞死に対する HB-EGF の保護作用を検討した。50 nM 以上
の HB-EGF 処置により、光誘発視細胞死の有意な抑制が認められた (Fig. 24A, 
B)。また、視細胞死を抑制した 50 nM 以上の HB-EGF 処置により光誘発 ROS 産
生を有意に抑制した (Fig. 24C)。 
 
Fig. 24 Protective effect of HB-EGF against 661W cell-death after light exposure.   
In this in vitro study, HB-EGF reduced the cell-damage induced by light exposure (2,500 lux) in 661W 
cells. (A) Fluorescence microscopy of Hoechst 33342 and propidium iodide (PI) staining at 24 h after 
light exposure. Scale bars, 50 µm. (B) Number of PI-positive cells (expressed as the percentage of PI-
positive to Hoechst 33342-positive cells). Data are shown as mean ± SEMs (n = 6). **: P < 0.01 vs. 
Control group. #: P < 0.05, ##: P < 0.01 vs. Light-exposed vehicle group (Dunnett’s test). (C) Effects 
of HB-EGF on light-induced ROS production. Data are shown as mean ± SEMs (n = 6). **: P < 0.01 
vs. Control group. ##: P < 0.01 vs. Light-exposed vehicle group (Dunnett’s test).  
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3-6 HB-EGF欠損マウス光誘発網膜障害に対する HB-EGF硝子体内投与の保護作
用 
 HB-EGF 欠損マウスにおいて、HB-EGF 硝子体内投与 (500 ng/eye) により光誘
発網膜障害に対して保護作用を示すか否かについて検討した。光照射群 (3 時間
光照射) の 5 日後において外顆粒層の萎縮が認められたが、HB-EGF 硝子体内投
与により外顆粒層の萎縮が有意に改善された (Fig. 25A, B)。さらに、28 日後で
は 5 日後よりも外顆粒層厚の減少が認められたが、HB-EGF 硝子体内投与によ
り外顆粒層の萎縮が有意に改善した (Fig. 25C, D)。光照射群 (3 時間光照射) の
光照射 5 日後において、無処置群と比較して ERG の a 波及び b 波の減少が認め
られ、HB-EGFの硝子体内投与により a波の振幅低下を有意に抑制した (Fig. 25E, 
F)。一方、b 波の振幅低下には影響を及ぼさなかった (Fig. 25E, G)。また、光照
射群 (3 時間光照射) の光照射 28 日後において無処置群と比較して ERG の a 波
及び b 波の減少が認められ、HB-EGF の硝子体内投与により a 波の振幅低下を有
意に抑制した (Fig. 25H, I)。一方、b 波の振幅低下には影響を及ぼさなかった (Fig. 
25H, J)。 
 
A
B
Normal Vehicle
Light exposure
HB-EGF
O
N
L O
N
L
Normal Vehicle
Light exposure
HB-EGF
C
0
5
10
15
20
25
30
35
**
*
**
*
**
** **
****
#####
#
# # ##
T
h
ic
k
n
es
s 
o
f 
O
N
L
 (
μ
m
)
Normal
Vehicle
HB-EGF
Light
exposure
Distance from optic nerve (μm)
D
Normal
Vehicle
T
h
ic
k
n
es
s 
o
f 
O
N
L
 (
μ
m
) HB-EGF
Light
exposure
Distance from optic nerve (μm)
0
5
10
15
20
25
30
35
40
* *
****
# #
Continued on the next page 
 
63 
 
 
Fig. 25 Protective effects of HB-EGF against light-induced morphological and functional 
changes in the retina of HB-EGF KO mouse.   
(A) Representative photographs showing hematoxylin and eosin staining of retinal sections (Normal, 
Vehicle-treated, and HB-EGF-treated. Scale bar, 50 µm. (B) Measurements of the thickness of the 
outer nuclear layer at 5 days after light exposure. The strain of WT mice we used in the study and the 
background of KO mice were C57BL/6J. Data are shown as mean ± SEMs (n = 5 or 8). *: P < 0.05, **: 
P < 0.01 vs. Normal group. #: P < 0.05, ##: P < 0.01 vs. Vehicle group (Student’s t-test). (C) 
Representative photographs showing hematoxylin and eosin staining of retinal sections (Normal, 
Vehicle-treated, and HB-EGF-treated. Scale bar, 50 µm. (D) Measurements of the thickness of the 
outer nuclear layer at 28 days after light exposure. The strain of WT mice we used in the study and the 
background of KO mice were C57BL/6J. Data are shown as mean ± SEMs (n = 5 or 8). *: P < 0.05, **: 
P < 0.01 vs. Normal group. #: P < 0.05, ##: P < 0.01 vs. Vehicle group (Student’s t-test). (E) Typical 
dark-adapted ERG traces recorded at 5 days after light exposure in response to stimulus flashes at 0.98 
log cds/m2. (F, G) Amplitudes of a- and b- waves at 5 days after light exposure (14,000 lux). The strain 
of WT mice we used in the study and the background of KO mice were C57BL/6J. Data are shown as 
mean ± SEMs (n = 5 or 8). **P < 0.01 vs. Normal group. #: P < 0.05, ##: P < 0.01 vs. Vehicle group 
(Student’s t-test). (H) Typical dark-adapted ERG traces recorded at 5 days after light exposure in 
response to stimulus flashes at 0.98 log cds/m2. (I, J) Amplitudes of a- and b- waves at 5 days after 
light exposure (14,000 lux). The strain of WT mice we used in the study and the background of KO 
mice were C57BL/6J. Data are shown as mean ± SEMs (n = 5 or 8). *: P < 0.05, **: P < 0.01 vs. 
Normal group. #: P < 0.05 vs. Vehicle group (Student’s t-test).  
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第 4 節 考察 
 光照射により様々な成長因子や神経栄養因子、受容体の発現が変化すること
が知られている。例えば、EGF 受容体の発現量は光照射により増加する (112)。
血管平滑筋細胞 (Vascular smooth muscle cell: VSMC) において、Hb-egf mRNA 発
現量は bFGF 及び PDGF により増加し、さらに HB-EGF 自身によっても増加す
る (113)。さらに、HB-EGF は VSMC において、Cntf mRNA 発現量を増加させる 
(114)。実際、HB-EGF は低酸素や脳虚血再灌流障害モデルなどのストレス状況下
において発現が上昇し、脳虚血再灌流障害に関与する (110, 115)。また、本検討
においても、光障害により HB-EGF 発現量が上昇した (Fig. 19)。これらの結果
は、HB-EGF が光誘発網膜障害において重要な役割を担っていることを示唆して
いる。  
Gタンパク共役型受容体を介したEGF受容体の活性化にはpro-HB-EGFが切断
される必要があり (116)、pro-HB-EGFのC末端フラグメント (HB-EGF-C) は、
pro-HB-EGFのエクトドメインシェディングにより、細胞膜から核内に移行する 
(117)。加えて、細胞外シグナル制御キナーゼ (Extracellular signaling-regulated 
kinase: ERK) や Protein kinase B (Akt) は、HB-EGFシグナルの下流に存在するこ
とが知られ、ERKやAktのリン酸化レベルの上昇は光誘発網膜障害において保護
的に働くことが示唆されている (89, 106, 118)。したがって、ERK及びAktシグナ
ルは、Hb-egfのノックダウンにより抑制されると考えられる。また、HB-EGF-C
は転写因子のリプレッサーであるPromyelocytic leukemia zinc finger protein (PLZF) 
の核からの排出に寄与し、細胞増殖抑制の解除反応を亢進する (117)。さらに、
pro-HB-EGFもCD9やインテグリンα3β1、へパラン硫酸プロテオグリカンと結合し
ており、ジャスタクリンにより細胞増殖やジフテリア毒素受容体として機能し
ている (119-122)。上記に示したpro-HB-EGF及びHB-EGF-Cの機能は、HB-EGFの
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ノックアウトマウスでは消失すると考えられる。本研究において、HB-EGF欠損
マウスに対するリコンビナントHB-EGFの保護効果がa波の改善のみでb波を改
善しなかったことから (Fig. 25)、HB-EGF-Cやpro-HB-EGF自身が網膜障害に対す
る保護作用を示すことが示唆された。さらに、抗酸化作用を有することが報告さ
れており (108, 109)、HB-EGFはROS消去にも関与する (Fig. 24C)。酸化ストレス
の関与が示唆されている脳虚血モデルにおいて、HB-EGFの投与は保護効果を示
す一方 (123)、HB-EGF欠損マウスに対して脳虚血再灌流障害を増悪させる 
(124)。しかしながら、HB-EGFはEGFと同様にEGF受容体に結合し、EGF受容体
を活性化させるにも関わらず (94)、EGFの硝子体内投与は光誘発網膜障害に対
して保護作用を示さない (85)。これらの違いは、HB-EGFが結合するEGF受容体
のサブタイプであるErbb4やHB-EGF-C、pro-HB-EGFも光誘発網膜障害に対する
HB-EGFの保護機構に関わっている可能性が考えられる。また、HB-EGFは視細
胞におけるEGF受容体のみならず、ミュラー細胞のEGF受容体においても作用し
ている可能性が考えられる。 
ゼブラフィッシュ網膜において、HB-EGFはミュラー細胞の脱分化や網膜再生
に関与していることが報告されている (111)。さらに、光誘発網膜障害モデルに
おいて、ミクログリア-ミュラー細胞相互作用により神経栄養因子が誘導される
(77)。実際、本研究において、HB-EGF欠損マウスに対するHB-EGFの投与は、ERG 
b波を改善しなかった (Fig. 25G, J)。ERG b波はミュラー細胞や双極細胞の機能が
反映されていることから、内在性のHB-EGFがミュラー細胞に対して保護的に働
くことが示唆される。したがって、HB-EGFは光誘発網膜障害に対して、EGF受
容体シグナルを介した作用のみならず、ミュラー細胞に対する直接的な作用や
抗酸化作用により保護効果を示すことが示唆された (Fig. 26)。 
以上、本章では、光誘発網膜障害の機序に HB-EGF は深く関与しており、HB-
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EGF の投与は光誘発網膜障害による視細胞死に対して保護作用を有することか
ら、萎縮型加齢黄斑変性症の新規治療薬となることを明らかにした。 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 26 Putative mechanism of HB-EGF against light-induced photoreceptor degeneration.   
Exposure to light occurred oxdative stress and led to be expressed impaired factors (i.e. p38 and JNK) 
and survival factors (i.e. ERK 1/2 and Akt). Exogenous HB-EGF decreased in ROS production, and 
may activate EGF receptors and the downstream signaling (ERK 1/2 and Akt pathway) was 
upregulated. These effects may be protective against light-induced photoreceptor degeneration. Pro-
HB-EGF and the carboxy-terminal fragment of pro-HB-EGF (HB-EGF-C) may play some roles on 
cell survival and/or cell proliferation. However, further experiments will be needed to confirm the 
roles of pro-HB-EGF and the carboxyl-terminal fragment. The balance between cell death and cell 
survival may decide “death” or “survival” in the cells. 
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第 3 章 眼内血管新生における HB-EGF の役割 
第 1 節 緒言 
 眼における新生血管の形成は、加齢黄斑変性症や増殖性糖尿病網膜症 
(Proliferative diabetic retinopathy: PDR)、未熟児網膜症 (Retinopathy of prematurity: 
ROP) などの不可逆的な視野障害を引き起こす眼疾患でみられる。血管新生は次
の 3 つのプロセスから構成される。(1) 病態形成においては、患部組織より血管
新生促進因子が分泌され、隣接した血管内皮細胞に結合する。これにより、血管
内皮細胞の活性化が引き起こされる。(2) その後、酵素的に周囲の基底膜の融解
が生じ、内皮細胞の増殖・遊走が起きる。(3) インテグリンなどの細胞接着分子
が内皮細胞を助け、血管のリモデリングが生じ、血管の管腔は形成される。最後
に、血管平滑筋細胞やペリサイト (周皮細胞) により内皮細胞が安定化する 
(125) (Fig. 27)。VEGF は血管新生プロセスにおいて重要な役割を担っている因子
で あ り  (126-128) 、
VEGF やその受容体は
広く研究が行われてき
た  (127, 129-131) 。
VEGF は血管新生促進
及び血管透過性亢進に
関わる因子であり、加
齢黄斑変性症、増殖性
糖尿病網膜症及び未熟
児網膜症などの眼内血管新生関連疾患で上昇していることが知られており 
(132)、炎症、酸化ストレス及び低酸素に応答して、網膜色素上皮、単球及び神経
から産生される (133)。産生された VEGF が血管内皮細胞の VEGF 受容体 1 や
https://clinicalgate.com/pharmacotherapy-of-age-related-macular-degeneration-2/より改変引用
Fig. 27 The cascade of angiogenesis. 
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VEGF 受容体 2 に結合することで下流のシグナルが活性化し、タイトジャンク
ションの結合が消失し、血液網膜関門の破綻や病的血管新生に関与している 
(134-137) (Fig. 28)。 
 
Fig. 28 Pathways of VEGF expression and effects on vascular cells are demonstrated 
schematically. 
A variety of cells contribute to VEGF release, including monocytes, retinal pigment epithelial cells 
and neurons responding to inflammation, oxidative stress, and hypoxia respectively. Each of these 
molecules, but principally VEGF165, bind to endothelial cells through specific receptors VEGFR-1 
and VEGFR-2. These events result in the loss of tight junctions between individual endothelial cells, 
the formation of fenestrations within endothelial cells and calcium-mediated permeability channels 
resulting in loss of the normal inner and outer blood–retinal barriers. 
 
これらの報告から、抗 VEGF 抗体の眼内血管新生関連疾患に対して臨床にお
いて有効性が確認され、治療に用いられている (138, 139)。しかしながら、VEGF
以外の成長因子やサイトカインである線維芽細胞増殖因子 (Fibroblast growth 
factor: FGF)、アンギオポエチン、形質転換増殖因子 (Transforming growth factor: 
https://clinicalgate.com/pharmacotherapy-of-age-related-macular-degeneration-2/#bib55
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TGF)、インターロイキン-8 (Interleukin-8: IL-8) 及び PDGF などの因子の複雑な
機構による血管新生への関与が示唆されている (140, 141)。実際、抗 VEGF 抗体
療法に対して抵抗性を示す患者が存在する。例えば、滲出型加齢黄斑変性症の半
数の患者において、抗 VEGF 抗体治療に反応性がなかったことが報告されてい
る (142)。さらに、抗 VEGF 抗体治療後、地図状萎縮や線維化瘢痕が生じる報告
もある (143, 144)。したがって、眼内血管新生に対する新たな治療ターゲットの
同定が求められている。  
 HB-EGF は EGF、TGF-α やアンフィレギュリン (Amphiregulin) などの EGF フ
ァミリーに属する因子である  (94, 145)。HB-EGF は   EGF 受容体  (EGF 
receptor/ErbB1) (94) や ErbB4 (103) に結合し、癌細胞の増殖や創傷治癒、神経保
護、グリア・幹細胞増殖に関与していることが報告されている (146-149)。膜結
合型 pro-HB-EGF は ADAM-9、-10、-12 や-17 により酵素的切断を受け、sHB-EGF 
に切断される (98-102)。この sHB-EGF が分裂促進的な細胞生存機能を多くの細
胞に誘導する (150, 151)。このシェディングプロセスにおいて、FGF などの成長
因子や G タンパ
ク結合型受容体
がチロシンキナ
ーゼ型受容体で
ある EGF 受容体
の活性化を引き
起こす (152)。こ
れにはオートク
リン及びパラク
リン両経路における HB-EGF の活性化が重要な役割を担っている (116) (Fig. 29)。
GPCR
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Fig. 29  Activation of EGFR signaling by HB-EGF 
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網膜においては増殖性硝子体網膜症、増殖性糖尿病網膜症や血管新生緑内障 
(Neovascular glaucoma) で発現上昇していることが知られている (97, 153)。これ
らの報告から、HB-EGF は眼内血管新生において、病態形成に関与している可能
性が考えられる。  
本章では、眼内血管新生を主病態とする滲出型加齢黄斑変性症の新規治療標
的の探索を目的に (1) in vivo モデルとして前脳及び網膜特異的 HB-EGF 欠損マ
ウスを用いて眼内血管新生に対する HB-EGF の関与についての検討、(2) in vitro
モデルとしてヒト網膜毛細血管内皮細胞を用いて HB-EGF の作用についての検
討、最後に (3) 小型霊長類コモンマーモセット (Callithrix jacchus) を用いてレ
ーザー誘発脈絡膜血管新生 (Choroidal neovascularization: CNV) モデルに対する
HB-EGF 阻害薬 CRM-197 の作用についてそれぞれ検討を行った。 
 
第 2 節 実験材料及び方法 
2-1 実験材料 
本実験に用いた薬物及び試薬は以下の通りである。 
Protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail 2、phosphatase inhibitor 
cocktail 3、mouse monoclonal anti-β-actin、ヘマトキシリン液、エオジン液、5-Bromo-
2′-deoxyuridine (BrdU)、FITC-dextran (分子量 20 kDa) は Sigma-Aldrich (St.Louis, 
MO, USA)、rabbit polyclonal-VEGF antibodyはMerck Millipore (Darmstadt, Germany)、
rabbit polyclonal-ADAM12 antibody、rabbit polyclonal-ADAM17 antibody は Abcam 
(Cambridge, UK)、rabbit polyclonal-phosphorylated extracellular signal-regulated kinase 
(p-ERK) 1/2 antibody (1:1000)、rabbit polyclonal-t-ERK1/2 antibody (1:1000)、rabbit 
polyclonal-phosphorylated EGFR (p-EGFR) antibody 、 rabbit polyclonal-t-EGFR 
antibody、 rabbit polyclonal-phosphorylated VEGFR (p-VEGFR) antibody、 rabbit 
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polyclonal-t-VEGFR antibody は Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)、BCA 
protein assay kit、Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rat antibody、goat 
anti-rabbit HRP-conjugated antibody、goat anti-mouse HRP-conjugated antibody、BCA 
protein assay kit、HRP-conjugated goat anti-rat antibody、HRP-conjugated goat anti-
mouse antibody は Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)、Sample Buffer Solution 
(2ME+) (×4)、2-メルカプトエタノール、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルア
ミドゲル (sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel、ドデシル硫酸ナトリウ
ム (sodium dodecyl sulfate: SDS)、イムノスター®LD、パラホルムアルデヒド (PFA)、
エタノール、メタノール、塩化カリウムは Wako (Osaka, Japan)、Normal Goat Serum
は Vector Labs (Burlingame, CA, USA)、リン酸二水素カリウム  (sodium 
dihydrogenphosphate: KH2PO4)、リン酸水素二ナトリウム十二水和物  (sodium 
hydrogenphosphate 12-water: Na2HPO3･12H2O)、リン酸二水素ナトリウム二水和物 
(sodium dihydrogenphosphate dehydrate: NaH2PO4･2H2O)、グリシン、Blocking One-
P は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)、キシレン、塩化ナトリウムは Kishida Chemical 
(Osaka, Japan)、ケタミン (ketamine) は Daiichi Sankyo Propharma (Tokyo, Japan)、
キシラジン (xylazine) は Bayer Healthcare (Tokyo, Japan)、パラフィン(paraffin) は
Sakura Finetechnical (Tokyo, Japan)、オイキット (EUKITT) は O.Kindler (Freiburg, 
Germany)、フルオロマウント (Fluoromount) は Diagnostic Bio Systems (Pleasanton, 
CA, USA)、ミドリン®P 点眼液 (0.5%トロピカミド及び 0.5%フェニレフリン塩酸
塩: tropicamide･phenylephrine hydrochloride)、サイプレジン®1%点眼液 (シクロペ
ントラート塩酸塩: cyclopentolate hydrochloride) 、クラビット®点眼液 0.5% (レボ
フロキサシン水和物: levofloxacin hydrate)は Santen Pharmaceutical Co., Ltd. (Osaka, 
Japan)、イソフルラン (isoflurane) は Mylan (Tokyo, Japan)、笑気ガス (N2O) は
Showa Denko (Tokyo, Japan)、 酸素ガス (O2) は Taiyo nissan (Tokyo, Japan)、Can 
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Get Signal Solution 1、Can Get Signal Solution 2 は Toyobo (Osaka, Japan)、Triton X-
100、Tween 20 Solution (tween)、トリス (tris) は Bio-Rad Laboratories (Hercules, 
CA, USA)、トリス緩衝塩液 (tris-buffered saline: TBS) は Takara (Shiga, Japan)より
それぞれ購入した。マウス由来錐体視細胞株 (661W) は Dr. Muayyad R. Al-
Ubaidai (University of Oklahoma Health Sciences Center, Oklahoma City, OK, USA) よ
り恵与されたものを使用した。 
 PBS (phosphate buffered saline) は、KCl、KH2PO4、NaCl、Na2HPO4・12H2O を
超純水 (MiliQ) に溶解し、調製した。PB (Phosphate buffer) は、NaH2PO4・2H2O、 
Na2HPO4・12H2O を MiliQ に溶解し、調製した。 
 抗 HB-EGF 抗体 (rat monoclonal anti-HB-EGF antibody) は、愛媛大学愛媛大学
プロテオサイエンスセンター 細胞増殖・腫瘍制御部門/大学院医学系研究科 生
化学・分子遺伝学分野 東山繁樹先生より供与された。 
 
2-2 実験方法 
2-2-1 実験動物 
8 週齢雄性 C57BL/6J マウスは、日本エスエルシー (Shizuoka, Japan) より購入
した。HB-EGF ノックアウト (KO) マウスは、Six3-Cre mice (C57BL/6) と HB-
EGF-lox-p conditional mice (C57BL/6J) を交配させて作製した。2 から 3 年齢の雄
性コモンマーモセット (Callithrix jacchus) は、奄美野生動物研究所 (Kagoshima, 
Japan) より購入した。動物は自由給水下に固形飼料 (CE-2, CLEA Japan, Tokyo, 
Japan) を用いて飼育した。実験動物の取り扱いは、Association for Research in 
Vision and Ophthalmology で決められたガイドライン及び京都大学霊長類研究所
で定められた“2010 Guide for Care and Use of Laboratory Primates”を遵守して実施
した。また実験を行うにあたっては、岐阜薬科大学動物実験委員会に動物実験承
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認申請を行い、許可を得た上で実施した。また、遺伝子組換え動物は、岐阜薬科
大学生命倫理・バイオセーフティー委員会に遺伝子組換え実験申請を行い、許可
を得て使用した。 
 
2-2-2 マウスジェノタイピング 
 マウスジェノタイピングは第 2 章 2-2-2 に準じて行った。 
 
2-2-3 マウスレーザー誘発脈絡膜血管新生モデル 
2-2-3-1 マウスレーザー誘発脈絡膜血管新生モデルの作製 
 ミドリン®P 点眼液をマウスの右眼に点眼し散瞳させた。ケタミン及びキシラ
ジンの 7 : 1 混合麻酔液を生理食塩水で 10 倍希釈したもの (10 mL/kg) を大腿筋
肉内へ投与した。その後、眼球が乾燥しないようにヒアレイン®点眼液 0.1％を点
眼した。カバーガラスを右眼に宛てがいながら眼底を覗き、レーザー光凝固装置
（MC500; NIDEK CO., LTD, Aichi, Japan）を用いて、視神経乳頭の周囲円周上に
等間隔に 6 箇所レーザー照射 (波長: 647 nm、スポットサイズ: 50 µm、照射時間: 
100 msec、レーザー出力: 120 mW) を行った。 
 
2-2-3-2 網膜色素上皮及び脈絡膜増殖細胞の解析 
5-Bromo-2′-deoxyuridine (BrdU) 染色のために、レーザー照射 3 日後のマウスに
50 mg/kg BrdU (Sigma-Aldrich) を腹腔内投与した。その 2 時間後に頸椎脱臼にて
マウスを安楽死させ、眼球を摘出した。 
 
 
2-2-3-3 マウスレーザー誘発脈絡膜血管新生モデル網膜色素上皮-脈絡膜進展標
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本の作製 
 レーザー照射 14 日後、ケタミン及びキシラジンの 7 : 1 混合麻酔液を生理食塩
水で 10 倍希釈したもの (10 mL/kg) で麻酔し、マウス尾静脈内に FITC-dextran 
(20 mg/mL) を 0.5 mL 投与した。頸椎脱臼にてマウスを安楽死させ、眼球を摘出
した。摘出した眼球は、4 % PFA リン酸緩衝液中で 12 時間固定した。その後、
顕微鏡下で角膜及び水晶体を切除し、ピンセットで残存する硝子体動脈を除去
した。さらに網膜を除去し、脈絡膜に 8 箇所切れ込みを入れ、平面状態にして
Fluoromount で包埋し、網膜色素上皮-脈絡膜進展標本を作製した。 
 
2-2-3-4 撮影及び画像解析ソフトを用いた脈絡膜血管新生定量解析 
 脈絡膜フラットマウントは、共焦点レーザー走査型顕微鏡  (FLUOVIEW 
FV10i) を用いて撮影した。撮影した画像を元に、解析ソフト OLYMPUS 
FLUOVIEW FV1000 を用いて脈絡膜血管新生の周囲を囲み、その面積を脈絡膜
血管新生面積（m2）とした。 
 
2-2-4 マウス酸素誘発網膜症 (Oxygen-induced retinopathy: OIR) モデル 
2-2-4-1 マウス酸素誘発網膜症 (OIR) モデルの作製 
実験には、購入した C57BL/6 マウスまたは HB-EGF KO マウスは、Six3-Cre 
mice (C57BL/6) と、HB-EGF-lox-p conditional mice (C57BL/6J) を交配させ産まれ
た新生仔マウスを使用した。酸素誘発網膜症モデルは Smith らの方法 (154) に
準じて作製した。新生仔マウスは、生後 7 日目 (Postnatal day 7: P7) から P12 ま
で親マウスと共に酸素制御装置  (PRO-OX 110; Reming Bioinstruments Co., 
Redfield, NY, USA) によって高酸素 (75 ± 1% O2) 状態に制御されたケージ内で
飼育し、P12 に新生仔マウスを大気圧条件下 (21% O2) に戻し、サンプリング 
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(P17) まで飼育した。ケージ内の酸素濃度は酸素制御装置で 1 日 2 回計測した。 
 
2-2-4-2 網膜増殖細胞の解析 
BrdU 投与は 2-2-3-2 に準じて行った。評価時期 (P17) のマウスに 50 mg/kg 
BrdU (Sigma-Aldrich) を腹腔内投与した。その 2 時間後に断首にてマウスを安楽
死させ、眼球を摘出した。 
 
2-2-4-3 酸素誘発網膜症 (OIR) モデルの進展標本の作製 
評価時期 (P17) のマウスに、ペントバルビタール (20 mg/kg) を腹腔内投与し
て深麻酔させ、左心室から蛍光色素である分子量 2×106 の FITC-dextran 20 
mg/animal を全身灌流した。灌流後、眼球を摘出し、4% PFA リン酸緩衝液中で 6
時間固定した。固定した眼球は、顕微鏡下で角膜及び水晶体を切除し、ピンセッ
トで残存する硝子体動脈を除去した。さらに網膜を剥離後、平面状態にして
Fluoromount (Diagnostic BioSystems) で包埋し、網膜フラットマウント標本を作
製した。 
 
2-2-4-4 網膜血管像の撮影及び画像解析ソフトを用いた定量解析 
網膜フラットマウント標本は蛍光顕微鏡 (BX50, Olympus) の下、Metamorph 
(Universal Imaging Corp., Downingtown, PA, USA) を介した高感度冷却 CCD カメ
ラ (DP30BW, Olympus) で XY 電動ステージ (Sigma Koki Co., Ltd., Tokyo, Japan) 
を用いて撮影した。網膜全体像は 12 枚の画像から作製した。各画像は網膜血管
の表層から下層までを 14.2 µm 間隔で連続撮影した。網膜血管の定量化は、
Metamorph 内の Angiogenesis Tube Formation module を用いて行った。本ソフトの
設定項目は、最小血管厚、最大血管厚及び輝度差からなる。最小血管厚は 1 µm
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とした。最大血管厚は最も拡張した動脈もしくは静脈について 3 回測定し、そ
の平均を用いた。輝度差は標本内の微細血管の輝度値からバックグラウンド値
を引いた値を用いた。バックグラウンド値は 3 点の平均値を、微細血管の輝度
値は 5 点選択した中の最大及び最小の輝度値を除いた 3 点の平均値を用いた。
Angiogenesis Tube Formation module によって得られる node 及び node area をパラ
メーターとして、生後 17 日目における網膜異常血管について野生型及び HB-
EGF KO マウスにおいて、それぞれ網膜血管における異常血管数 (Node number) 
及び異常血管面積 (Node area) を比較した。Node は最大血管厚より太い塊数、
node area は塊面積を示す。 
 
2-2-5  ウエスタンブロット解析 
レーザー誘発脈絡膜血管新生モデルにおいては、レーザー照射 1、3、5、7 日
後に、酸素誘発網膜症モデルにおいては P12、P14、P17 において、マウス眼球
を摘出し、網膜色素上皮-脈絡膜複合体または網膜を単離した。In vitro HRMEC
においては、12 well plate に HRMEC を 40,000 cells/well の密度で播種した。24 時
間、37 °C、5% CO2にて培養した。その後、1% FBS CS-C 培地 (Cell boost を含ま
ない培地) へ置換し、6 時間インキュベートした。その後、HB-EGF 及び VEGF
または HB-EGF及び VEGFを同時にそれぞれ終濃度が 10 ng/mLとなるように添
加した。CRM-197 は HB-EGF 及び VEGF 添加 1 時間前に終濃度が 10 μg/mL と
なるように添加した。5、10、30、60、180、360 分、37 °C、5% CO2にてインキ
ュベートした後、Protease inhibiter cocktail、phosphatase inhibiter cocktail 2 及び 3
を含む RIPA buffer の混合液を各 well に 80 μL 添加し、細胞をピペットの先端で
かきとって 1.5 mL チューブに入れ、細胞の採取を行った。その後は、第 1 章 2-
2-7 に準じて行った。 
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一次抗体には、rat monoclonal anti-HB-EGF antibody (愛媛大学愛媛大学プロテ
オサイエンスセンター 細胞増殖・腫瘍制御部門/大学院医学系研究科 生化学・
分子遺伝学分野 東山繁樹教授より供与) (1:1000)、rabbit polyclonal-VEGF antibody 
(Merck Millipore) (1:1000)、rabbit polyclonal-ADAM12 antibody (Abcam) (1:1000)、
rabbit polyclonal-ADAM17 antibody (Abcam) (1:1000) 、 rabbit polyclonal-
phosphorylated extracellular signal-regulated kinase (p-ERK) 1/2 antibody (1:1000)、
rabbit polyclonal-t-ERK1/2 antibody (1:1000)、rabbit polyclonal-phosphorylated EGFR 
(p-EGFR) antibody (1:1000), rabbit polyclonal-t-EGFR antibody (1:1000)、 rabbit 
polyclonal-phosphorylated VEGFR (p-VEGFR) antibody (1:1000)、rabbit polyclonal-t-
VEGFR antibody (1:1000) 及び β-actin mouse monoclonal antibody (1:20000) を用い
た。二次抗体には、goat anti-rabbit HRP-conjugated antibody (Thrmo Fisher Scientific)、
goat anti-mouse HRP-conjugated antibody (Thrmo Fisher Scientific) 及び goat anti-rat 
HRP-conjugated antibody (Funakoshi) を 2,000 倍希釈して用いた。 
 
2-2-6 免疫染色 
 レーザー誘発脈絡膜血管新生モデルはレーザー照射 3 日後に、酸素誘発網膜
症モデルは P17 に、マウス眼球を摘出し、4% PFA 含有 0.1 M PB (pH 7.4) にて
12 時間 (網膜色素上皮-脈絡膜-強膜複合体) または 6 時間 (網膜) 浸透させた。
固定後、2-2-3-3 及び 2-2-5-3 に準じて網膜色素上皮-脈絡膜-強膜伸展標本及び網
膜伸展標本を作製した。免疫染色は 2-2-13-5 に準じて行った。一次抗体には、rat 
anti-HB-EGF antibody (愛媛大学愛媛大学プロテオサイエンスセンター 細胞増
殖・腫瘍制御部門/大学院医学系研究科 生化学・分子遺伝学分野 東山繁樹教授
より供与) (1:200)、rabbit polyclonal-VEGF antibody (Merck Millipore) (1:200) 及び
rat monoclonal anti-BrdU antibody (Abcam) (1:200) を用いた。二次抗体には、goat 
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anti-rat (secondary antibody) conjugated with Alexa-546 (Thermo Fisher Scientific) (2 
μg/mL) 及び goat anti-rabbit (secondary antibody) conjugated with Alexa-633 (Thermo 
Fisher Scientific) を 1,000 倍希釈して用いた。また、血管内皮細胞の染色のため
にイソレクチン B4 (Biotinylated Griffonia Simplicifolia Lectin I (GSL I) isolectin B4) 
(Vector) に反応させ、4° C で一晩反応させ、染色した。 
染色した網膜色素上皮-脈絡膜-強膜伸展標本及び網膜伸展標本は共焦点レー
ザー走査型顕微鏡 (FluoView FV10: Olympus) を用いて撮影した。 
 
2-2-7  ヒト網膜毛細血管内皮細胞 (HRMEC) の培養   
ヒト網膜毛細血管内皮細胞  (Human retinal microvascular endothelial cell: 
HRMEC, DS Pharma Biomedical, Osaka, Japan) は、Cell Boost を含んだ培地 10% 
FBS 含有 CS-C 培地で 37°C、5% CO2の条件下で培養した。3 日後に培地交換を
行い、その 3 日後に継代を行った。3 から 9 次継代した培養細胞を実験に使用し
た。培養器材は器材表面を細胞接着因子で浸し、よく馴染ませてから使用した。 
 
2-2-8 HRMEC 増殖試験 
HRMEC を 96 well plate へ 2,000 cells/well の密度で播種し、24 時間、37°C、5% 
CO2のもとで培養した後、10% FBS CS-C 培地 (Cell Boost を含まない培地) へ培
地置換を行い、24 時間、37°C、5% CO2で培養した。HB-EGF 単独及び VEGF 単
独または HB-EGF 及び VEGF を同時にそれぞれ終濃度が 1 ~ 10 ng/mL 及び 10 
ng/mL となるように調整し、HRMEC に添加し、CRM-197 は HB-EGF 及び VEGF
添加 1 時間前に終濃度 10 μg/mL となるように添加した。さらに 48 または 72 時
間培養した後、CCK-8 を各ウェルへ添加し、3 時間、37°C、5% CO2にてインキ
ュベートした。CCK-8 は、テトラゾリウム塩 [2-(2-Methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-
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nitrophenyl)-2H tetrazolium monosodium salt: WST-8] を含有している。WST-8 (無
色) は電子メディエーターである 1-Methoxy-5-methylphenazium methyl sulfate (1-
methoxy PMS) の存在下で生細胞内の脱水素酵素により還元され、水溶性のホル
マザン (橙色) を生成する。このホルマザン吸光度 492 nm (対照波長 660 nm) を
直接測定することにより、生細胞を計測した。 
 
2-2-9 HRMEC 遊走試験 
2-2-9-1 スクラッチアッセイ (Scratch assay) 
12 well plate へ 0.03%コラーゲンをコートし、HRMEC を 40,000 cells/well の密
度で播種した。24 時間、37 °C、5% CO2にて培養した。その後、1% FBS CS-C 培
地 (Cell boost を含まない培地) へ置換し、6 時間インキュベートした。その後、
1000 µL用チップ (TR-222-C, Axcygen Scientific, Central Avenue, CA, USA) を用い
てウェルの中央線上に存在する細胞を剥離し、PBS にて洗浄し、培地交換を行っ
た。その直後に高感度冷却 charge coupled device (CCD) カメラ  (DP30BW, 
OLYMPUS) を用いて各ウェル 4 ヶ所 (3.6 mm2/1 ヶ所) 撮影した (遊走前)。HB-
EGF 及び VEGF または HB-EGF 及び VEGF を同時にそれぞれ終濃度が 0.1 ~ 10 
ng/mL 及び 10 ng/mL となるように添加した。CRM-197 は HB-EGF 及び VEGF 添
加 1 時間前に終濃度が 10 μg/mL となるように添加した。24 時間、37 °C、5% CO2
にてインキュベートした後、各ウェルを同様に撮影した。遊走前と比較して剥離
した場所に移動した細胞数を計測し、各ウェル 4 ヶ所の平均を算出した。 
 
2-2-9-2 ボイデンチャンバーアッセイ (Boyden chamber assay) 
ボイデンチャンバーアッセイは、Transwell® (Coring Life Sciences, Tewksbury, 
MA, USA) を用いて、製品プロトコールに従って行った。各種 growth factor の作
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用を検討するため、キット付属の Cell Boost は添加しなかった。HRMEC を 1% 
FBS CS-C 培地へ置換し、37° C で 6 時間インキュベートした。その後、HRMEC
を 50,000 cells/well でインサートに播種した。レシーバーには、10% FBS CS-C 培
地、10% FBS CS-C 培地に HB-EGF、VEGF、HB-EGF+VEGF または CRM-197 を
添加し、37° C、5% CO2の条件で 24 時間インキュベートした。24 時間後、培地
を吸引し、PBS で洗浄した後、細胞を染色した。その後、インサートを水で洗浄
し、洗浄水が透明になるまでインサート内を洗浄し、完全に乾燥させた。その後、
高感度冷却 charge coupled device (CCD) カメラ (DP30BW, OLYMPUS) を用いて
各ウェル 5 ヶ所 (3.6 mm2/1 ヶ所) 撮影を行った。細胞数を計測し、各ウェル 5 ヶ
所の平均を算出した。 
 
2-2-10 RNA 干渉 
 RNA 干渉は第 1 章 2-2-14 に準じて行った。HRMECs を 96 well plate では 1,000 
cells/well の密度で、12 well plate では 0.03%コラーゲンをコートし、HRMEC を
10,000 cells/well の密度で播種した。24 時間後に抗生物質不含 CSC complete 培地
に培地交換し、LipofectamineTM RNAiMAX Reagent (Thermo scientific) 及び 50 pg 
siRNA の混合溶液を作製した後、HRMEC への siRNA 導入を行った。 
用いた HB-EGF、ADAM17 及び ADAM12 siRNA は以下の通りである。 
HB-EGF #1; 5′-GGU ACC AUA GGA GAG GAG GUU AUG A -3′ (センス鎖)  
5′-UCA UAA CCU CCU CUC CUA UGG UAC C -3′ (アンチセンス鎖);  
#2; 5′-GAG AGU CAC UUU AUC CUC CAA GCC A -3′ (センス鎖)  
5′-UGG CUU GGA GGA UAA AGU GAC UCU C -3′ (アンチセンス鎖) 
#3; 5′-GGG ACC CAU GUC UUC GGA AAU ACA A -3′ (センス鎖)  
5′-UUG UAU UUC CGA AGA CAU GGG UCC C-3′ (アンチセンス鎖) 
81 
 
ADAM17 #1; 5′-CCA GGG AGG GAA AUA UGU CAU GUA U -3′ (センス鎖)  
5′-AUA CAU GAC AUA UUU CCC UCC CUG G -3′ (アンチセンス鎖) 
#2; 5′-CAG AAU CGU GUU GAC AGC AAA GAA A -3′ (センス鎖)  
5′-UUU CUU UGC UGU CAA CAC GAU UCU G -3′ (アンチセンス鎖) 
ADAM12 #1; 5′-GAC CAC UGA ACA UUC GGA UCG UGU U -3′ (センス鎖)  
5′- AAC ACG AUC CGA AUG UUC AGU GGU C -3′ (アンチセンス鎖);  
#2; 5′-GGA AGA UGA AGC UUC UAC UGC GCA A -3′ (センス鎖)  
5′-UUG CGA GGU AGA AGC UUC AUC UUC C -3′ (アンチセンス鎖) 
及び陰性対照 siRNA (negative control small interfering RNAs)。 
遺伝子導入 48 時間後に細胞を回収し、リアルタイム RT-PCR を行った。また、
遺伝子導入 48 時間後に抗生物質含有培地 10% FBS CS-C 培地 (Cell boost を含ま
ない培地: 増殖試験) もしくは 1% FBS CS-C 培地 (Cell boost を含まない培地: 
遊走試験) に交換し、6 時間インキュベートした後、2-2-5 に準じて細胞増殖試
験、もしくは 2-2-6-1 に準じて細胞遊走試験を行った。 
 
2-2-11 HRMEC を用いた RT-PCR 法による解析 
 HRMEC を用いた RT-PCR 法による解析は、第 1 章に準じて行った。用いた
primer は以下の通りである。 
HB-EGF; 5′- TGCCTGTAGCTTTCCTGGTCCC -3′ (センス鎖) 及び 
5′- CCCCACCTCCAACCTTCTCGG -3′ (アンチセンス鎖) 
EGF; 5′- TGTCTGCTGGTGGTGCTTG -3′ (センス鎖) 及び 
5′- CTGCGACTCCTCACATCTCTGC -3′ (アンチセンス鎖) 
ADAM17; 5′- CCTGGCATCAGTATCTGAACAACGAC -3′ (センス鎖) 及び 
5′- AATCGCCTCCTGGCACTTCTTCTG -3′ (アンチセンス鎖)  
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ADAM12; 5′- CTGGGCACCTCCCTTCTGT -3′ (センス鎖) 及び 
5′- TGCTTCTGCTTGCCGGA -3′ (アンチセンス鎖) 
β-ACTIN; 5′- TCAAGATCATTGCTCCTCCTG -3′ (センス鎖) 及び 
5′- CTGCTTGCTGATCCACATCTG -3′ (アンチセンス鎖) 
すべての解析は β-ATCIN による内部補正を行った後、その平均値を用いた。 
 
2-2-12 マーモセットレーザー誘発脈絡膜血管新生モデル 
2-2-12-1 マーモセットレーザー誘発脈絡膜血管新生モデルの作製 
コモンマーモセットレーザー誘発脈絡膜血管新生モデルは、岐阜薬科大学薬
効解析学研究室で確立した過去の方法 (155) に基づき作製した。コモンマーモ
セットを用いて、ケタミン (40 mg/kg, i.m.; Daiichi Sankyo Propharma)、メデトミ
ジン(0.2 mg/kg, i.m.; Kyoritsu Seiyaku Corporation, Tokyo, Japan)、ペントバルビタ
ール (5 mg/kg, i.p.; Nakarai Tesque, Kyoto, Japan) により麻酔を行った。瞳孔は
0.5%トロピカミド (Santen Pharmaceutical, Osaka, Japan) により散瞳させた。散瞳
を確認した後、マーモセットにレーザー光凝固を行った (532 nm, 1500 mW, 100 
ms, 50 μm; MERILAS 532a; MERIDIAN AG, Thun, Switzerland)。レーザー光凝固は
黄斑周囲に 8 ヶ所行った。 
 
2-2-12-2 CRM-197 の投与 
Diphtheria Toxin CRM mutant (CRM-197; Merck calbiochem) は角膜輪部より 33G
のナノパスニードル (TERUMO, Tokyo, Japan) で 12.5 mg/mL で 10 µL 硝子体内
に投与した。その後、レボフロキサシン点眼液を抗炎症の目的で点眼した。溶媒
投与群には 0.01 M PBS を硝子体内に投与した。 
 
83 
 
2-2-12-3 フルオレセイン血管造影 (Fluorescein angiography: FA) 
FA は光凝固部位の血管漏出を検討するために行った。光凝固 20 日後、コモンマ
ーモセットにケタミン (40 mg/kg, i.m.; Daiichi Sankyo Propharma)、メデトミジン
(0.2 mg/kg, i.m.; Kyoritsu Seiyaku Corporation)、ペントバルビタール (5 mg/kg, i.p.; 
Nakarai Tesque) により麻酔を行った。瞳孔は 0.5%トロピカミド  (Santen 
Pharmaceutical) により散瞳させた。散瞳を確認した後、フルオレセイン 10% 
(Alcon Japan, Tokyo, Japan) を希釈なしで 0.5 mL 静脈内投与し 1 分後、FA を行っ
た。血管漏出を評価するため、過去の報告 (156, 157) に基づいて、下記のグレ
ード評価を行った (Fig. 30)。出血や脈絡膜血管新生が連結した箇所はデータか
ら除外した。 
  
Fig. 30 The sclore of FA grades.  
The fluorescein angiograms were graded using standard angiograms as follows: Grade 1, no 
hyperfluorescence; grade 2, hyperfluorescence without leakage; grade 3, early hyperfluorescence or 
mid transit and late leakage; and grade 4, transit bright hyperfluorescence with leakage at the borders 
of the treated areas. 
 
2-2-12-4 Spectral-domain Optical coherence tomography (SD-OCT) 
光凝固 21 日後、過去の報告 (155) に基づき、コモンマーモセット脈絡膜血管
新生の OCT 画像を取得した。麻酔と散瞳後、乾燥防止のためコンタクトレンズ 
(度なし; Unicon, Tokyo, Japan) を装着した。15D レンズを付属した OCT システ
ム (RS-3000; NIDEC) を用いて、脈絡膜血管新生の 2 次元及び 3 次元画像を取得
した。 
1; 蛍光なし
2; 過蛍光は認められるが漏出はない
3; 早期の過蛍光もしくは遅い漏出が認められる
4; 処置範囲を超えた過蛍光と漏出が認められる
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2-2-13 統計学的解析 
実験結果は平均値±標準誤差 (SEMs) で表し、危険率 5 %以下を有意とした。
統計学的解析は Statistical Package for the Social Sciences 15.0J for Windows 
software (SPSS Japan Inc.) 統計学的解析は Student’s t-test、Dunnett’s test または
Tukey’s test により行った。 
  
第 3 節 実験成績 
3-1 眼内血管新生における HB-EGF の関与 
 レーザー誘発脈絡膜血管新生モデルを用いて脈絡膜血管新生に対する HB-
EGF の関与について検討した。FITC-dextran を尾静脈内に投与することにより
脈絡膜血管新生を可視化した。野生型マウスと比較してHB-EGF欠損マウスは、
脈絡膜血管新生面積の有意な減少が認められた (Fig. 31A, B)。また、血管内皮細
胞の増殖について、BrdU を用いて検討したところ、同様に野生型マウスと比較
して HB-EGF 欠損マウスにおいて、BrdU 陽性増殖細胞が有意に減少した (Fig. 
31C, D)。 
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Fig. 31 Role played by HB-EGF in lasere-induced CNVmodel.  
(A) Typical photomicrographs of choroidal neovascularization (CNV) in HB-EGF KO mice [HB-EGF 
WT mice; Cre (-/-) dHB (lox/lox), HB-EGF KO mice; Cre (+/-) dHB (lox/lox)]. Scale bar = 100 µm. 
(B) The area of the CNV is smaller in the HB-EGF KO mice than in the WT mice (n = 9 or 10). (C) 
Typical photomicrographs of BrdU+ endothelial cell proliferation in the CNV area of HB-EGF KO 
mice. Scale bar = 100 µm. (D) The number of endothelial proliferation is smaller in the HB-EGF KO 
mice than in the WT mice (n = 4 or 5). Data are the means ±SEMs. *: P < 0.05 vs. WT (Student’s t-
test). 
 
 酸素誘発網膜症モデルを用いて網膜血管新生における HB-EGF の関与を検討
した。フルオレセインが結合したデキストランを全身灌流することにより網膜
血管を可視化した。HB-EGF 欠損マウスは、野生型マウスと比較して異常血管の
減少が認められた (Fig. 32A)。解析ソフトにより作成した解析画像では異常血管
房を緑色で標識している。定量的解析を行った結果、HB-EGF 欠損マウスは異常
血管の塊数 (nodes) 及び異常血管の塊面積 (nodes area) の有意な抑制が認めら
れた (Fig. 32B, C)。また、血管内皮細胞の増殖について、BrdU を用いて検討し
た。レーザー誘発脈絡膜血管新生モデルと同様に酸素誘発網膜症モデルにおい
ても、野生型マウスと比較して HB-EGF 欠損マウスにおいて、BrdU 陽性増殖細
胞の有意な減少が認められた (Fig. 32D, E)。 
  
WT
KO
A
0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
WT KO
*
A
re
a 
o
f 
C
N
V
(
×
1
0
4
μ
m
2
)
B C
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
WT KO
B
rd
U
+
ce
ll
 n
u
m
b
er
*
D
W
T
K
O
IB4 BrdU IB4/BrdU
IB4/BrdU
(×60)
86 
 
 
Fig. 32 Role played by HB-EGF in OIR model.  
(A) Representative images of retinal fluorescein angiography and analyzed images in wild type and 
HB-EGF KO mice. Scale bars = 500 µm (left panels), 250 µm (right panels). Quantitative analysis of 
pathological neovascularization was performed in whole-mounted retinas. The node is the region of 
the connected ‘blobs’, which are shown as green labels in the analyzed images. The number of nodes 
are fewer (B) and area of the nodes (C) are smaller in the HB-EGF KO mice (n = 6). (D) Typical 
photomicrographs of BrdU+ endothelial cell proliferation in the OIR murine retina. Scale bar = 100 
µm. (E) The number of endothelial proliferation is smaller in the HB-EGF KO mice than in the WT 
mice (n = 4 or 5). Data are the means ±SEMs. *: P < 0.05, **: P < 0.01 vs. WT (Student’s t-test). 
 
3-2 眼内血管新生における HB-EGF 及び VEGF の発現 
3-2-1 正常網膜における HB-EGF 及び VEGF の免疫組織学的発現 
 正常な脈絡膜-網膜色素上皮複合体及び網膜において、HB-EGF の発現はほと
んど認められなかった (Fig. 33)。一方、VEGF は両組織において共に弱く発現し
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ていることが認められた。 
 
Fig. 33 Localization of HB-EGF and VEGF in the normal retina.  
(A) The localization of HB-EGF and VEGF in the normal RPE-choroidal complexes.  Scale bar; 100 
μm.  (B) The localization of HB-EGF and VEGF in P17 control mice retinal flat-mount.  Scale bar; 
100 μm. 
 
3-2-2 レーザー誘発脈絡膜血管新生モデルにおける HB-EGF 及び VEGF の発現 
レーザー誘発脈絡膜血管新生モデルにおけるHB-EGF及びVEGFの経時的発
現量の変化について検討した。HB-EGF はレーザー照射 3 日後有意に発現上昇
した (Fig. 34A, D)。一方、VEGF はレーザー照射 3 日後より発現上昇傾向が認
められ、5 及び 7 日後において有意に発現上昇した (Fig. 34B, E)。さらに、HB-
EGF の切断に関与している ADAM17 及び ADAM12 の発現量について検討し
た。レーザー照射 3 日後に ADAM17 及び ADAM12 共に有意に発現量が上昇し
た (Fig. 34C, F, and G)。また、HB-EGF 及び VEGF の局在について検討したと
ころ、レーザー照射 3 日後の脈絡膜-網膜色素上皮複合体において、新生血管部
位及びその周囲において、HB-EGF及びVEGFの発現が認められた (Fig. 34H)。 
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Fig. 34 Expression and localization of HB-EGF in laser-induced CNV model.  
(A, B, and C) Representative immunoblots showing HB-EGF, VEGF, ADAM17, and ADAM12 in 
mouse choroidal-RPE complex extracts in the normal and the laser irradiated mice. (D) At 3 days after 
laser photocoagulation, the level of HB-EGF was increased compared with normal mice (Dunnett’s 
test). (E) At 5 and 7 days after laser photocoagulation, the VEGF is increased compared with normal 
mice (Dunnett’s test). (F and G) At 3 days after laser irradiation the ADAM17 and ADAM12 are 
increased compared with normal mice (Student’s t-test). Data are the means ± SEMs (n = 4). *: P < 
0.05, **: P < 0.01, vs. Control. (H) The localization of HB-EGF 3 days after laser irradiation. Hoechst 
33342 stains the nuclei. FITC-dextran shows neovascular area. HB-EGF and VEGF are merged around 
the new vessels. Scale bar; 100 μm. 
 
3-2-3 酸素誘発網膜症モデルにおける HB-EGF 及び VEGF の発現 
酸素誘発網膜症モデルにおけるHB-EGF及びVEGFの経時的発現量の変化に
ついて検討した。HB-EGF は、網膜血管新生が最も惹起される時期である生後
17 日後において、有意に発現上昇した (Fig. 35A, B)。一方、VEGF は生後 14 及
び 17 日後において有意に発現上昇した (Fig. 35A, C)。また、HB-EGF 及び VEGF
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の局在について検討した。生後 17 日後の網膜において、新生血管部位及びその
周囲において、HB-EGF 及び VEGF の発現が認められた (Fig. 35D)。特に、HB-
EGF は異常血管新生周辺部位で高発現していた。 
 
Fig. 35 Expression and localization of HB-EGF in OIR model.  
(A) Representative immunoblots showing HB-EGF and VEGF in murine retina of OIR. (B) At P17, 
the level of HB-EGF was increased compared with P12 mice (n = 4) (Dunnett’s test). Data are the 
means ± SEMs (n = 4). *: P < 0.05, **: P < 0.01, vs. P12. (C) At P14 and P17, the VEGF is increased 
compared with P12 mice (n = 4) (Dunnett’s test). (D) The localization of HB-EGF at P17. IB4 shows 
endothelial cells. HB-EGF and VEGF are merged around the pathological angiogenesis area (white 
area). Scale bar; 100 μm. 
 
3-3  HRMEC 増殖及び遊走に対する HB-EGF の作用 
 HRMEC に対する HB-EGF の作用を検討するために、ヒトリコンビナント HB-
EGF を HRMEC に添加し、細胞増殖能を評価した。HB-EGF (0.1 から 10 ng/mL) 
は、HRMEC の増殖に対して濃度依存的な促進作用を示し、各々1、10 ng/mL の
濃度で有意であった (Fig. 36A)。さらに、VEGF と同時に HB-EGF を添加するこ
とで HRMEC の増殖に対して濃度依存的にその作用をさらに増強させ、各々0.1、
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1、10 ng/mL の濃度で有意であった。HRMEC の遊走能は scratch assay を用いて
評価した (38)。ヒトリコンビナント HB-EGF は、濃度依存的かつ有意に HRMEC
の遊走を促進した (Fig. 36B, C)。HB-EGF (0.1、1、5、10 ng/mL) の添加により、
対照群と比較して各々1.3 ~ 1.8 倍の遊走促進作用が認められた。さらに HB-EGF
と VEGF を同時添加した群では、VEGF 単独群と比較してすべての濃度で有意
な細胞遊走促進作用が認められた。 
 
 
Fig. 36 HB-EGF- and VEGF-induced cell proliferation and migration of HRMECs.  
(A) HB-EGF induced cell proliferation in a concentration-dependent manner.  Addition of HB-
EGF+VEGF induced more proliferation of the HRMECs.  Data are the means ± SEMs. (n = 6). *: P 
< 0.05, **: P < 0.01 vs. Normal. #: P < 0.05, ##: P < 0.01 vs. VEGF-treated group (Dunnett’s test).  (B) 
Representative images of HRMECs showing the effects of exposure to HB-EGF (10 ng/mL), VEGF 
(10 ng/mL), or HB-EGF+VEGF.  (C) HB-EGF induces cell migration in a concentration-dependent 
manner.  Exposure to HB-EGF+VEGF leads to greater migration than exposure to VEGF alone.  
Data are the means ± SEMs. (n = 4).  **: P < 0.01 vs. Normal. ##: P < 0.01 vs. VEGF treated group 
(Dunnett’s test).  
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3-5  HRMEC 増殖及び遊走に対する HB-EGF 阻害薬 CRM-197 の作用 
 HRMEC に対する HB-EGF の作用を検討するために、HB-EGF 阻害薬である
CRM-197 を HRMEC に添加し、HB-EGF 誘発細胞増殖に対する CRM-197 の作用
を評価した。CRM-197 (10 μg/mL) は、HB-EGF 誘発及び VEGF 誘発 HRMEC の
増殖に対して有意な抑制作用を示した (Fig. 37A)。次に、HB-EGF 誘発細胞遊走
における CRM-197 の作用を scratch assay 及び boyden chamber assay により評価
した。CRM-197 (10 μg/mL) は、HB-EGF 誘発及び VEGF 誘発 HRMEC の遊走を
有意に抑制した。さらに、HB-EGF及びVEGFを同時処置した群においてもCRM-
197 (10 μg/mL) 添加により、有意な細胞遊走抑制作用を示した (Fig. 37B-D)。 
  
92 
 
 
 
Fig. 37 CRM-197, an HB-EGF inhibitor, decreases the HB-EGF- and VEGF-induced cell 
proliferation and migration in HRMECs.  
(A) The HB-EGF-, VEGF-, and HB-EGF + VEGF-induced cell proliferation. CRM-197 decreases the 
HB-EGF-, VEGF-, or HB-EGF + VEGF-induced cell proliferation (n = 6) (Tukey’s test). (B) 
Representative photomicrographs showing the effects of exposure to HB-EGF (10 ng/mL), HB-EGF, 
and VEGF (10 ng/mL) on HB-EGF and CRM-197 treated or HB-EGF and VEGF and CRM-197 
treated on HRMECs. (C) HB-EGF, VEGF, or HB-EGF and VEGF-induced cell migration in HRMECs. 
CRM-197 decreases the HB-EGF-, VEGF-, or HB-EGF + VEGF-induced cell migration by scratch 
assay (n = 4) (Tukey’s test). (D) HB-EGF, VEGF, or HB-EGF and VEGF-induced cell migration in 
HRMECs by boyden chamber's assay. CRM-197 decreases the HB-EGF-, VEGF-, or HB-EGF + 
VEGF-induced cell migration (n = 4) (Tukey’s test). **: P < 0.01, vs. Control, #: P < 0.05, ##: P < 0.01, 
vs. VEGF. $: P < 0.05, $$: P < 0.01, vs. HB-EGF. ‡‡: P <0.01, vs. HB-EGF+VEGF. (E) HB-EGF mRNA 
levels in HRMECs exposed to HB-EGF siRNA (Tukey’s test). 
 
3-6  VEGF 誘発 HRMEC 増殖に対する抗 HB-EGF 抗体の作用 
 VEGF 誘発 HRMEC 増殖に対する抗 HB-EGF 抗体の作用を評価した。抗 HB-
EGF 抗体 (1、10 μg/mL) は、VEGF 誘発 HRMEC 増殖に対して有意な抑制作用
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を示した (Fig. 38)。 
 
Fig. 38 Anti-human HB-EGF antibody decreases the VEGF-induced cell proliferation in 
HRMECs.   
Data are the means ± SEMs. (n = 6 or 8). **: P < 0.01, vs. Control, #: P < 0.05, ##: P < 0.01, vs. VEGF 
(Tukey’s test).  
 
3-7  VEGF 誘発 HRMEC 増殖及び遊走に対する HB-EGF の作用 
 HRMEC における内因性 HB-EGF の影響を検討するために、HB-EGF siRNA を
用いて VEGF 誘発 HRMEC 増殖に対する HB-EGF の作用を検討した。HB-EGF 
siRNA の導入 (#1、#2 及び#3) により、HB-EGF mRNA 量はそれぞれ対照群の
49%、35%及び 43%まで減少し (Fig. 39A)、VEGF 誘発細胞増殖は有意に抑制さ
れた (Fig. 39B)。次に、VEGF 誘発細胞遊走における HB-EGF の作用を scratch 
assay により評価した。HB-EGF siRNA 処置により、VEGF 誘発細胞遊走の有意
な抑制が認められた (Fig. 39C, D)。 
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Fig. 39 Silencing HB-EGF decreases the VEGF-induced cell proliferation and migration in 
HRMECs. 
(A) Effect of knockdown of HB-EGF, the VEGF-induced cell proliferation is reduced (n = 6) (Tukey’s 
test). (B) Representative images showing cells exposed to VEGF (10 ng/mL) plus negative control 
siRNA, or VEGF plus HB-EGF siRNA. (C, D) VEGF-induced cell migration can be seen. Silencing 
HB-EGF, the VEGF-induced cell migration is decreased (n = 4) (Tukey’s test). Data are the means ± 
SEMs. *: P <0.05, **: P <0.01, vs. Negative control siRNA, ##: P < 0.01, vs. Control. $: P < 0.05, $$: P 
< 0.01, vs. Negative control siRNA + VEGF. 
 
3-8  HB-EGF 誘発 HRMEC 増殖に対する HB-EGF の作用 
HRMEC に対する HB-EGF の作用を検討するために、HB-EGF siRNA を用いて
HB-EGF 誘発細胞増殖における内在性 HB-EGF の関与を検討した。HB-EGF 
siRNA 処置により、HB-EGF 誘発細胞増殖の抑制が認められなかった (Fig. 40)。 
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Fig. 40 Silencing HB-EGF did not decrease HB-EGF-induced cell proliferation in HRMECs.  
HB-EGF increases endothelial cell proliferation.  However, silencing HB-EGF does not decrease cell 
proliferation induced by HB-EGF.  Data are the means ± SEMs. (n = 6). *: P < 0.05 vs. none siRNA. 
##: P < 0.01 vs. negative control siRNA group (Tukey’s test). 
 
3-9  HB-EGF 及び VEGF 誘発 HRMEC 増殖における EGF シグナル及び VEGF
シグナルの関与 
HRMEC の増殖・遊走における HB-EGF 及び VEGF シグナルの影響を検討す
るために、ウエスタンブロット解析を行い、EGF 受容体、VEGF 受容体及び
ERK1/2 のリン酸化を検討した。HB-EGF 及び VEGF 添加 5 分後及び 10 分後に
おいて、リン酸化 ERK1/2 の有意な上昇が認められた (Fig. 41A, B)。さらに、HB-
EGF 及び VEGF 添加 180 分後及び 360 分後においても、リン酸化 ERK1/2 の有
意な上昇が認められた。また、HB-EGF 及び VEGF の添加により、それぞれ EGFR
及び VEGFR のリン酸化が認められた。 
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Fig. 41 HB-EGF- and VEGF-dependent activation of epidermal growth factor receptor 
(EGFR)/ERK1/2 signaling in HRMECs. (A) The relative intensity is defined as the intensity of p-
ERK1/2 divided by t-ERK1/2, p-VEGFR2 divided by t-VEGFR2, and p-EGFR divided by t-EGFR. 
C: control. HB: HB-EGF. VE: VEGF. (B) Phosphorylation of ERK1/2 can be seen at 5, 10, 180, and 
360 min after the addition of HB-EGF in HRMECs. Exposure to VEGF results in the phosphorylation 
of ERK1/2 at 5, 180, and 360 min. Addition of HB-EGF and VEGF results in the phosphorylation of 
ERK1/2 at 5, 10, 180, and 360 min (n = 3) (Tukey’s test). Data are the mean ± SEMs. *: P < 0.05, **: 
P < 0.01, vs. Control. #: P < 0.05, ##: P <0.01, vs. HB-EGF-treated group. 
 
3-10 HRMEC における VEGF による EGF ファミリーの誘導 
 VEGF 添加により EGF ファミリーが誘導されるかについて検討するために、
HRMEC を用いてリアルタイム RT-PCR 解析を行い、HB-EGF及び EGF の mRNA
量について検討した。HB-EGF mRNA 発現量は、VEGF 添加 1、3 及び 6 時間後
においてそれぞれ 12、2.9 及び 1.6 倍の有意な上昇が認められた (Fig. 42A)。一
方、EGF mRNA 発現量は VEGF 添加 3 時間後において 1.8 倍の有意な上昇が認
められ、VEGF 添加 6 時間後においては 0.6 倍の有意な減少が認められた (Fig. 
42B)。また、他の EGF ファミリーである TGF-α及び AMPHIREGULIN mRNA 発
現量についても検討したが、明らかな変化は認められなかった (データ未掲載)。
また、VEGF 添加 1 時間後に認められた HB-EGF mRNA 発現量の上昇は、抗
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VEGF 抗体である Aflibrtcept により有意に抑制された (Fig. 42C)。 
 
Fig. 42 VEGF induced HB-EGF mRNA expression in HRMECs. 
(A) The level of the mRNA of HB-EGF is increased at 1, 3, and 6 h after VEGF exposure (n = 4) 
(Student’s t-test). (B) EGF mRNA is increased at 3 h after VEGF exposure and decreased at 6 h after 
addition of VEGF (n = 4) (Student’s t-test). (C) The level of the mRNA of HB-EGF is increased at 1 
h after VEGF exposure and aflibercept canceled this increase (n = 3) (Tukey’s test). Data are the mean 
± SEMs. *: P < 0.05, **: P < 0.01, vs. Control. ##: P < 0.01, vs. VEGF-treated group. 
 
3-11 HB-EGF及び VEGF誘発 HRMEC増殖に対する HB-EGF阻害薬 CRM-197の
作用 
 HB-EGF 阻害薬 CRM-197 のリン酸化 ERK1/2 発現に及ぼす影響を検討した。
CRM-197 前処置により、HB-EGF 添加 5 分後におけるリン酸化 ERK1/2 の発現
が有意に減少した (Fig. 43A, B)。一方、リン酸化 p38 には明らかな変化は認めら
れなかった (Fig. 43C, D)。さらに、CRM-197 の前処置により、HB-EGF あるいは
VEGF 添加 6 時間後のリン酸化 ERK1/2 の上昇は有意に抑制された (Fig. 43E, F, 
G, and H)。 
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Fig. 43 VEGF induced HB-EGF mRNA expression in HRMECs. 
The relative intensity is defined as the intensity of p-ERK1/2 divided by t-ERK1/2 (A) and p-p38 
divided by t-p38 (C). (B) Phosphorylation of ERK1/2 in HRMECs is increased at 5 min after the 
addition of HB-EGF, and CRM-197 decreases this increase (n = 5) (Tukey’s test). (D) Phosphorylation 
of p38 is not significantly changed in HRMECs after the addition of HB-EGF. The relative intensity 
is defined as the intensity of p-ERK1/2 divided by t-ERK1/2 at 360 min after the addition of HB-EGF 
(E) or VEGF (G). (F) Treatment with CRM-197 reduced the expression of p-ERK1/2 induced by HB-
EGF (n = 3) (Tukey’s test). (H) Treatment with CRM-197 reduced the expression of p-ERK1/2 induced 
by VEGF (n = 5) (Tukey’s test). Data are the mean ± SEMs. *: P < 0.05, **: P < 0.01, vs. Control. #: P 
< 0.05, ##: P < 0.01, vs. HB-EGF or VEGF-treated group.  
 
3-12 VEGF 誘発 HRMEC 増殖シグナルにに対する EGF 受容体阻害薬の作用 
 VEGF誘発HRMEC増殖に対する EGFシグナルの作用を検討するために、EGF
受容体阻害薬である AG1478 を用いて、VEGF 誘発細胞増殖試験を行った。
AG1478 処置により、VEGF 誘発 HRMEC 増殖は有意に抑制された (Fig. 44)。
CRM-197 は前述と同様に VEGF 誘発 HRMEC 増殖を有意に抑制した。 
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Fig.44 VEGF-dependent cell proliferation was decreased by EGFR inhibition in endothelial cells. 
VEGF-induced cell proliferation was decreased by treatment with AG1478, an EGFR inhibitor or 
CRM-197, an HB-EGF inhibitor (n = 6) (Tukey’s test). Data are the mean ± SEMs. *: P < 0.05, vs. 
Control. ##: P < 0.01, vs. Vehicle-treated group. 
 
3-13 VEGF 誘発細胞増殖シグナルにおける ADAM17 及び ADAM12 の関与 
 HB-EGF は ADAM により切断される。ADAM による HB-EGF 切断が HRMEC
増殖作用に及ぼす影響を検討するために、siRNA を用いて ADAM17 あるいは
ADAM12のノックダウンを行い、VEGF誘発細胞増殖に対する影響を検討した。
ADAM17 siRNA の導入(#1 及び#2) により、ADAM17 mRNA 量は対照群のそれぞ
れ 36 %及び 48%まで減少し、VEGF 誘発細胞増殖は有意に抑制された (Fig. 45A, 
B)。同様に、ADAM12 siRNA の導入(#1 及び#2) により、ADAM12 mRNA 量は対
照群のそれぞれ及び 49%及び 45%まで減少し、VEGF 誘発細胞増殖は有意に抑
制された (Fig. 45C, D)。 
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Fig. 45 ADAM17 and ADAM12 were involved in VEGF-induced HRMEC proliferation. 
(A) ADAM17 mRNA levels in HRMECs treated with ADAM17 siRNA (n = 4 or 5) (Tukey’s test). (B) 
Knockdown of ADAM17 decreases VEGF-induced cell proliferation (n = 6). (C) mRNA levels of 
ADAM12 in HRMECs treated with ADAM12 siRNA (n = 4 or 5) (Tukey’s test). (D) Knockdown of 
ADAM12 decreases the VEGF-induced cell proliferation (n = 6) (Tukey’s test). Data are the mean ± 
SEMs. *: P <0.05, **: P < 0.01, vs. Control. #: P < 0.05, ##: P < 0.01, vs. Negative control siRNA, $$: 
P < 0.01 vs. Negative control siRNA + VEGF (Tukey’s test).  
 
3-14 コモンマーモセットレーザー誘発脈絡膜血管新生における HB-EGF 阻害薬
CRM-197 の作用 
 コモンマーモセットレーザー誘発脈絡膜血管新生モデルを用いて、HB-EGF 阻
害薬である CRM-197 の作用を検討した。薬効評価としてフルオレセイン (FA) 
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による漏出のグレード評価を用いた。CRM-197は FAグレードを有意に減少し、
血管透過性亢進の抑制が示された (Fig. 46A, B)。さらに、CRM-197 処置により、
脈絡膜血管新生面積の有意な抑制が認められたことから、CRM-197 は血管新生
抑制作用を有することが示された (Fig. 46C, D)。 
 
Fig. 46 CRM-197 decreased the fluorescein angiographic (FA) grades and CNV area in laser-
induced CNV model using common marmoset monkeys.  
(A) Typical images of FA treated with vehicle or CRM-197. (B) Application of CRM-197 decreases 
the FA grades compared with vehicle-treated group (n = 32; spot number) (Mann-Whitney U-test). 
The fluorescein angiograms were graded using standard angiograms as follows: Grade 1, no 
hyperfluorescence; grade 2, hyperfluorescence without leakage; grade 3, early hyperfluorescence or 
mid transit and late leakage; and grade 4, transit bright hyperfluorescence with leakage at the borders 
of the treated areas (C) Typical images of choroidal neovascularization (CNV) treated with vehicle or 
CRM-197. (D) Treatment with CRM-197 decreases CNV area. The reduction percentage was about 
12% (n = 26; spot number) (Student’s t-test).  Data are the means ± SEMs. *: P < 0.05, **: P < 0.01 
vs. Vehicle-treated group. 
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第 4 節 考察 
本章では、眼内血管新生の病態形成における HB-EGF の役割について検討し
た。レーザー誘発脈絡膜血管新生モデル及び酸素誘発網膜症モデルの 2 つの眼
内血管新生モデルにおいて、HB-EGF 欠損マウスは、血管新生の抑制が認められ
た。また、この眼内血管新生の機序にオートクリン及びパラクリン両シグナル伝
達機構による HB-EGF の関与が示唆された (Fig. 47)。 
 
Fig. 47 Putative mechnisms of the role of HB-EGF in ocular angiogenesis. 
Under hypoxia and stress conditions, soluble HB-EGF (sHB-EGF) and VEGF were induced and HB-
EGF binds to EGFR and VEGF binds to VEGFR2 in endothelial cells. Then the downstream of p-
ERK1/2 expression is increased (paracrine signaling of HB-EGF). Moreover, in VEGF-dependent 
activation of EGFR/ERK1/2 signaling, membrane-anchored pro-HB-EGF is cleaved by ADAM17 or 
ADAM12 and this sHB-EGF activated ERK1/2 via EGFR (autocrine signaling of HB-EGF).  
 
 緒言で述べたように、血管新生は基底膜の融解、内皮細胞の増殖・遊走・管腔
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形成、血管融合、血管選定、ペリサイトの安定化のプロセスからなる。HB-EGF
はケラチノサイトや ARPE-19 細胞の細胞増殖・遊走を促進させ (158, 159)、ペ
リサイトの誘導にも関与することが報告されている (160)。実際、レーザー誘発
脈絡膜血管新生モデル及び酸素誘発網膜症モデルを用いた検討で、HB-EGF 欠損
マウスにおいて血管新生が抑制された (Figs. 31, 32)。HB-EGF は、HRMEC の細
胞増殖・遊走を促進した (Fig. 36)。HB-EGF は網膜を含む中枢神経系の多くの細
胞や組織において発現しており(161)、血管新生に関連する乳癌及び卵巣癌など
の疾患に関与している (162, 163)。網膜においては、HB-EGF は増殖性糖尿病網
膜症患者で増加しているとの報告がある (97, 164)。これらの知見から、HB-EGF
は病態時の眼内血管新生において重要な役割を担っている可能性が示唆される。 
 HB-EGF や VEGF による刺激は様々な成長因子の発現を変化させる。ヒト表
皮角化細胞株であるHaCaT細胞や網膜色素上皮細胞において、HB-EGFはVEGF
を誘導し (164, 165)、ヒト臍帯静脈内皮細胞 (Human umbilical vein endothelial 
cells: HUVEC) において、VEGF は HB-EGF を誘導する (166)。VEGF は TGF-β、
HGF 及び neuropilin-1 とも相互作用する (140, 167)。 HB-EGF と VEGF の経時的
発現変化はレーザー誘発脈絡膜血管新生モデルではHB-EGFが先に発現上昇し、
その後 VEGF の発現上昇が認められ、酸素誘発網膜症モデルでは VEGF が先に
発現上昇し、その後 HB-EGF の発現上昇が認められ、発現時期はそれぞれのモ
デルで異なっていた (Figs. 34, 35)。レーザー誘発脈絡膜血管新生モデルは炎症の
関与が強く示唆されている (168)。また、レーザー誘発脈絡膜血管新生モデルに
おいて、VEGF の産生や病的血管新生への寄与は報告されているが、炎症促進的
な因子である TNF-α、ICAM1 及び CD18 などの因子が脈絡膜血管新生形成に重
要な役割を担っており (169, 170)、ステロイド薬であるトリアムシノロンが病的
血管新生に対して抑制作用を示す (168)。ADAM は炎症によって活性化される
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ため (171)、レーザー誘発脈絡膜血管新生モデルでは、炎症依存的に ADAM-12
及び-17 の活性化が起き、その結果 sHB-EGF が pro-HB-EGF が切断されて産生
されていると考えられる。一方、酸素誘発網膜症モデルは低酸素依存的な病的血
管新生モデルであり (172, 173)、低酸素によって炎症が誘導されること (174, 
175) や低酸素誘導因子 (Hypoxia-inducible factor: HIF) を介した VEGF の誘導に
より、ADAM が活性化され、pro-HB-EGF が切断されると予想される。以上、レ
ーザー誘発脈絡膜血管新生モデルと酸素誘発網膜症モデルでは、HB-EGF と
VEGF の経時的な発現誘導機序が異なった可能性が考えられる (Figs. 34, 35)。 
EGF ファミリーには、HB-EGF の他に EGF や TGF-α が報告されており、これ
ら EGF 受容体の主要なリガンドである (176)。また、中枢神経系では、脳におい
て HB-EGFの発現量が高い (110, 177, 178)。HB-EGF阻害薬である CRM-197 は、
HB-EGF 誘発細胞増殖及び遊走を抑制するのみならず、VEGF 誘発細胞増殖及び
遊走を抑制した (Fig. 37)。さらに、HB-EGF のノックダウンや抗ヒト HB-EGF 抗
体は、VEGF 誘発細胞増殖を抑制した (Figs. 38, 39)。さらに、HB-EGF mRNA の
発現量は、VEGF 処置により増加していたが、EGF mRNA の発現量は時間によ
り VEGF 添加からの時間により増減していた (Fig. 42)。これらの結果から、EGF
ファミリーはそれぞれ異なった発現パターンを示し、血管内皮細胞の増殖を制
御していることが示唆される。また、他の EGF ファミリーと比較し、HB-EGF 
mRNA は早期に発現誘導されたことから (Fig. 42)、HB-EGF は VEGF 誘発内皮
細胞増殖・遊走のプロセスにおいて、EGF ファミリーの中で最も重要な因子で
あると考えられる。  
  チロシンキナーゼ型受容体は、HB-EGF や VEGF のシグナル活性化に重要な
役割を担っている。HB-EGF は EGF 受容体に結合し、下流のシグナルを活性化
させる (94)。血管平滑筋細胞において、HB-EGF は ERK1/2、Akt 及び p70S6K の
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リン酸化を増加させる (179)。さらに、HB-EGF は網膜色素上皮細胞において、
EGF 受容体を介して、MEK-ERK1/2、p38-MAPK 及び PI3K-Akt シグナルを活性
化させる (164)。HRMEC においても、HB-EGF、VEGF または HB-EGF+VEGF 処
置により ERK1/2 のリン酸化が増加した (Fig. 41)。また、CRM-197 処置はこれ
らのシグナルを抑制した (Fig. 43)。これらの結果は、既報 (94) と同様に、HB-
EGF 誘発 HRMEC 増殖・遊走に EGF 受容体の活性化に伴う ERK1/2 のリン酸化
が一部関与していることを示唆している。 
 HB-EGF を含む EGF ファミリーは、メタロプロテアーゼによる切断を受け、
オートクリン・パラクリン的に作用を及ぼす。この EGF 受容体のトランスアク
チベーションにおいて、HB-EGF は VEGF 誘発内皮細胞遊走に関与しているこ
とが報告されている (158)。ADAM ファミリーの中でも ADAM17 は主要な HB-
EGF 切断酵素の 1 つであり、血管新生プロセスにおいて重要な因子である (101, 
180)。本研究で実施した VEGF 誘発 HRMEC 増殖試験においても、ADAM17 の
ノックダウンは細胞増殖を抑制した (Fig. 45)。さらに、ADAM12 のノックダウン
も VEGF 誘発細胞増殖を抑制した (Fig. 45)。元来、内在性の ADAM12 の発現量
は低いが、TGF-β、TNF-α もしくは bFGF などのサイトカインシグナルが活性化
すると ADAM12 の発現量が上昇することが報告されている  (181)。また、
ADAM12 はがんや神経血管バリアー機能に関与している (181, 182)。さらに、
ADAM12 は HB-EGF を切断し (183)、血管新生に寄与している (98)。これらの
知見から、ADAM17 のみならず ADAM12 も HB-EGF の切断を介した VEGF 誘
発 EGF 受容体活性化に関与し、内皮細胞増殖・遊走に寄与することが示唆され
た。しかしながら、どの細胞由来の HB-EGF (内皮細胞由来もしくはその他の細
胞由来) が眼内血管新生に最も重要なのかについては更なる検討が必要である。  
 本章では、オートクリン及びパラクリン両シグナルにおける HB-EGF が眼内
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血管新生を制御していることを明らかにした。CRM-197 や抗 HB-EGF 抗体など
の HB-EGF の阻害薬が眼内血管新生を伴う眼疾患に対して有効な治療薬の一つ
となることが期待される。 
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総括及び結論 
加齢黄斑変性 (AMD) は主要先進国における失明原因の第 1 位であり、日本
においても中途失明原因の第 4 位を占めている。わが国でも急増している眼科
領域における最重要疾患であり、社会の長寿化とグローバリゼーションにより、
加齢黄斑変性症は発展途上国においても問題となり、今後更なる患者増加が予
想されている。加齢黄斑変性症はその発症に遺伝因子と環境因子の両方が関わ
っているが、十分に病態発症機構が明らかにされていない。 
 本研究では、加齢黄斑変性症の病態解明と新規治療戦略の構築を目的として、
まず萎縮型加齢黄斑変性症のモデルと提唱されており、同様に酸化ストレスの
関与が示唆されている光誘発網膜障害モデル用いて、新規 Nrf2 活性化薬である
RS9 の保護作用について検討した。また、神経栄養因子の一つである HB-EGF が
視細胞保護作用を示す可能性を考え、前脳及び網膜特異的コンディショナルHB-
EGF欠損マウスを用いて、光誘発視細胞障害の病態形成における関与並びにHB-
EGF の作用について検討を行った。最後に、眼内血管新生関連疾患で発現上昇
が報告されている HB-EGF に関して、レーザー誘発脈絡膜血管新生モデル及び
酸素誘発網膜症モデル用いて、眼内血管新生病態における役割について検討を
行った。また、in vitro ヒト網膜毛細血管内皮細胞 (HRMEC) を用いて、HB-EGF
の新生血管形成に関する分子機構の解明を行った。 
 
第 1 章では、in vivo 及び in vitro 光誘発視細胞障害モデルを用いて、Nrf2 活性
化薬 RS9 の視細胞障害に対する保護作用について検討した。 
1) マウス由来錐体視細胞株 (661W) 細胞において、RS9 は Nrf2 活性化作用を有
していることを明らかにした。 
2) In vivo及び in vitro光誘発視細胞障害モデルにおいて、RS9は保護作用を示し、
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その作用機序の一部に HO-1 が関与していることを明らかにした。 
3) 光照射後の網膜において、Nrf2の下流因子であるHO-1は発現上昇しており、
外顆粒層及び内顆粒層で上昇していた。 
4) RS9 の硝子体内投与は、外顆粒層及び内顆粒層において HO-1 を著明に上昇し
た。 
 
第 2 章では、光誘発網膜障害における HB-EGF の関与について検討した。 
1) Hb-egf mRNA 及びタンパク質発現量は in vivo 光誘発網膜障害後に増加した。 
2) HB-EGF の欠損は、in vivo 及び in vitro 光誘発視細胞障害による視細胞死を増
悪した。 
3) HB-EGF は、in vivo 及び in vitro 光誘発視細胞障害による視細胞死に対して保
護作用を示した。 
 
第 3 章では、眼内血管新生に対する新規治療薬の探索を目的として in vivo モ
デル及び in vitro モデルを用いて HB-EGF の作用について検討した。 
1) HB-EGF 欠損マウスは、マウスレーザー誘発脈絡膜血管新生モデル及び酸素
誘発網膜症モデルにおいて、血管新生を抑制した。 
2) HB-EGF 及び VEGF は、マウスレーザー誘発脈絡膜血管新生モデル及び酸素
誘発網膜症モデルにおいて増加した。 
3) HB-EGF 及び VEGF は、内皮細胞増殖及び遊走促進作用を示し、これらの作
用は、HB-EGF 阻害薬 CRM-197、抗 HB-EGF 抗体及び HB-EGF siRNA によっ
て抑制された。 
4) VEGF 誘発細胞増殖の作用機序の一部に HB-EGF の関与が示唆された。 
5) HB-EGF 及び VEGF の内皮細胞増殖促進作用は、リン酸化 ERK1/2 が関与して
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いること、またその作用は HB-EGF 阻害薬によって抑制された。 
6) VEGF 誘発細胞増殖の作用機序に、EGF 受容体の活性化並びに ADAM17 もし
くは ADAM12 を介した HB-EGF のシェディングが関与していることを明ら
かにした。 
7) マーモセットレーザー誘発脈絡膜血管新生モデルにおいて、HB-EGF 阻害薬
はフルオレセイン血管造影のグレード及び脈絡膜血管新生面積を抑制した。  
 
 以上、Nrf2 の活性化や HB-EGF は、萎縮型加齢黄斑変性症の治療ターゲット
の一つとなることを明らかにした。また。滲出型加齢黄斑変性症をはじめとした
眼内血管新生関連疾患の治療薬として、HB-EGF の阻害が有効であることが示唆
された。さらに、HB-EGF は萎縮型及び滲出型加齢黄斑変性症の両方の疾患の病
態に関与していることを明らかにした。 
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略語一覧表 
ADAM A disintegrin and metalloproteinase domain  
Akt Protein kinase B  
AMD Age-related macular degeneration 
ARE Antioxidant responsive element 
CNV Choroidal neovascularization 
DR Diabetic retinopathy 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGF Epidermal growth factor 
ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinase1/2 
FBS Fetal bovine serum 
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GCLM Glutamate-cysteine ligase 
HB-
EGF 
Heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor 
HO-1 Heme oxygenase-1 
HRMEC Human retinal microvascular endothelial cell 
KEAP1 Kelch-like ECH-associated protein 1 
NQO-1 Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH):quinone oxidoreductase-1 
Nrf2 Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 
OIR Oxygen-induced retinopathy 
PDGF             Platelet-derived growth factor 
PDR Proliferative diabetic retinopathy 
PI3K Phosphoinositide 3-kinase 
PVR Proliferative vitreoretinopathy 
132 
 
ROP Retinopathy of prematurity 
TBS Tris-buffered saline 
T-TBS Tween 20 contained TBS 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
WST-8 
2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H tetrazolium  
monosodium salt 
 
